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El hidrógeno molecular (H2) se considera una fuente de energía limpia y de alto contenido 
energético. La producción fotobiológica de H2 por algas verdes puede ser un método limpio y 
renovable para la generación de este gas. Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas) es una 
microalga verde unicelular capaz de llevar a cabo la foto-producción de H2. En este trabajo se 
estudia el efecto que la intensidad lumínica y diferentes fuentes de carbono y nitrógeno tienen en 
la producción de H2 en co-cultivos de Chlamydomonas con diferentes bacterias. El objetivo 
general es obtener un mejor conocimiento sobre cómo las interacciones alga-bacteria pueden 
mejorar la producción de H2. Primero, se estudiaron co-cultivos de Chlamydomonas con diferentes 
bacterias (Pseudomonas spp., Escherichia coli y Rhizobium etli) en medios ricos, con acetato 
como fuente de carbono y a tres intensidades de luz diferentes (12, 50 y 100 PPFD). El aumento 
de 0.87 a 18.2 ml de H2/L de cultivo fue la mayor mejora en la producción de H2 que se obtuvo 
cuando Chlamydomonas se cocultivó con Pseudomonas putida 12264 bajo 100 PPFD. Se 
obtuvieron mejoras en la producción de H2 en co-cultivos respecto a los monocultivos del alga. 
Estas mejoras estaban claramente relacionadas con la menor capacidad de los co-cultivos para 
consumir el ácido acético de los medios. Cuanto más tiempo permaneció el ácido acético en el 
medio, mayor fue la producción de H2. En el segundo estudio se observó que en co-cultivos 
incubados con azúcares como única fuente de carbono, la foto-producción de H2 por parte del alga 
es posible cuando las bacterias producían ácido acético. También observamos que el cocultivo de 
Chlamydomonas con Escherichia coli condujo a una producción sinérgica de H2 que produjo un 
60% más de H2 en cocultivos en comparación con la suma de la producción en monocultivos de 
alga y bacteria. La acumulación de ácido acético es uno de los principales inconvenientes de la 
producción fermentativa de H2 llevada a cabo por bacterias. Sin embargo, este inconveniente 
puede convertirse en una ventaja cuando las bacterias productoras de H2 se cultivan conjuntamente 
con Chlamydomonas. En un tercer estudio, tres cepas de bacterias (Stenotrophomonas sp., 
Microbacterium sp. y Bacillus sp.) fueron aisladas e identificadas de una comunidad de bacterias 
silvestres. Se observó que Microbacterium es un socio bacteriano mutualista para 
Chlamydomonas en término de crecimiento. En medios de cultivo suplementados con azúcares y 
fuentes de nitrógeno inorgánico, Microbacterium no pudo crecer de forma aislada, sin embargo, 
sí lo pudo hacer cuando se co-cultivó con Chlamydomonas. Posiblemente el alga permite el 
crecimiento de Microbacterium al proporcionar nutrientes esenciales, probablemente fuentes de 
nitrógeno orgánico. Por otro lado, la producción de ácido acético por parte de Microbacterium, a 
partir de la fermentación de azúcares, favorece el crecimiento de Chlamydomonas y la foto-
producción de H2. Bajo esta cooperación, se produjo una cantidad considerable de H2, 313 ml/L 
de cultivo en cocultivos de Chlamydomonas-Microbacterium en medios ricos en azúcar. 
Finalmente, se logró un nivel aceptable de coordinación entre los resultados del modelado y los 
datos empíricos en términos de crecimiento, producción de H2 y absorción de ácido acético, tanto 
en co-cultivos de Chlamydomonas-Pseudomonas putida como en los monocultivos control. Este 
modelo de red metabólica basado en restricciones puede ser prometedor para predecir el 
comportamiento de organismos en sistemas de mono y co-cultivo. 
 
Palabras clave: Consorcios de algas y bacterias, Chlamydomonas reinhardtii, Modelación de 
redes metabólicas basadas en restricciones, Producción fotobiológica de hidrógen.




Hydrogen gas (H2) is considered a clean energy carrier with a very high energy content per 
mass. Photobiological production of H2 by green algae can potentially be a clean and renewable 
method for H2 generation. Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas) is a model unicellular 
green microalga capable of H2 photoproduction. In this work we studied the effect of light 
intensity and different carbon and nitrogen sources on H2 production in Chlamydomonas-bacteria 
co-cultures to gain a better knowledge on how alga-bacteria interactions can improve H2 
production. First, we studied co-cultivation of Chlamydomonas with different bacteria, including 
Pseudomonas spp., Escherichia coli and Rhizobium etli cultured in acetate-containing nutrient-
replete media at three different light intensities (12, 50 and 100 PPFD). Increasing from 0.87 to 
18.2 ml H2/L culture, was the highest enhancement in H2 production which was obtained when 
Chlamydomonas was co-cultivated with Pseudomonas putida 12264 under 100 PPFD. 
Enhancement of H2 production in co-cultures was clearly related to the lower capacity of these 
co-cultures to consume the acetic acid from the media. The longer the acetic acid remained in the 
media, the longer the cultures were able to sustain hypoxia and support H2 production. Then, we 
found out that algal H2 photoproduction is possible in Chlamydomonas-bacteria co-cultures grow 
on sugars as the only carbon source when acetic acid is produced by the bacteria. These results 
suggested that acetic acid assimilation is linked to H2 production beside its ability to promote 
oxygen consumption. We also observed that co-culturing Chlamydomonas with Escherichia coli 
led to synergetic H2 production that 60% more H2 was produced in co-cultures compared with the 
sum of production in alga and bacterium monocultures. The accumulation of acetic acid is one of 
the main drawbacks of the dark fermentative H2 production. However, this drawback could be 
switched into an advantage when H2 producing bacteria are co-cultivated with Chlamydomonas.  
In the following, three bacteria strains including Stenotrophomonas sp., Microbacterium sp. and 
Bacillus sp. were isolated and identified from an unknown bacteria community. Microbacterium 
was found to be a mutualistic bacterial partner for Chlamydomonas in term of growth. In culture 
media supplemented with sugars and inorganic nitrogen source, Microbacterium alone was not 
able to grow, however it grew when co-cultivated with Chlamydomonas. It seemed that this alga 
allowed Microbacterium growth by providing essential key nutrients, probably organic nitrogen 
sources. On the other hand, Microbacterium was able to produce acetic acid through fermentation 
of sugars which favors Chlamydomonas growth and H2 production. Following this cooperative 
relationship, a considerable amount of H2, 313 ml/L culture was produced in Chlamydomonas-
Microbacterium co-cultures in sugar-rich media. Finally, an acceptable level of coordination 
between the results of modeling and the empirical data in terms of growth, H2 production and 
acetic acid uptake in Chlamydomonas-Pseudomonas putida co-cultures and pure control cultures 
was achieved. Therefore, constraint-based metabolic network model can be a promising potential 
to predict and especially compare the behavior of organisms in mono- and co-culture systems. 
 
Keywords: Alga-bacteria consortia, Chlamydomonas reinhardtii, Constraint-based metabolic 
network modeling, Photobiological hydrogen production. 




شود. تولید گاز هیدروژن به عنوان یک حامل انرژی پاک با ارزش حرارتی باال به ازای واحد جرم در نظر گرفته می
 رینهاردتی کالمیدوموناسهای سبز، روشی تجدیدپذیر برای تولید هیدروژن است. نوری هیدروژن در جلبکزیستی
شود. در نوری هیدروژن در نظر گرفته میزیستیتولید یک ریزجلبک سبز تک سلولی است که به عنوان مدل برای 
-کالمیدوموناسزیست های هماین تحقیق اثر شدت نور و منابع کربنی و نیتروژنی متفاوت بر تولید هیدروژن در کشت
های مختلف های مختلف شامل سویهبا باکتری کالمیدوموناسزیستی در ابتدا هم باکتری بررسی شده است.
در محیط کشت غنی از اسیداستیک و سایر مواد مغذی و در شدت نورهای  اتلی ریزوبیومو  یکالای، سودوموناس
سودوموناس زیستی با . بیشترین افزایش تولید هیدروژن در هم( مطالعه شده استPPFD 100و  50، 12مختلف )
افزایش داد، مشاهده  ml/L culture 2/18به  87/0که تولید هیدروژن را از  PPFD 100در شدت نور  12264 پوتیدا
ها در مصرف اسیداستیک از محیط زیست با کاهش ظرفیت این کشتهای همتقویت تولید هیدروژن در کشت شد.
رای مدت ها بتری در محیط کشت باقی ماند، کشتکشت ارتباط داشت. هر چه اسیداستیک برای مدت زمان طوالنی
توانند از ها میکه باکتری ادامه مشخص شددر  هیدروژن تولید کردند. اکسیژنی بوده وزمان بیشتری در شرایط کم
زیست های همدر کشت کالمیدوموناسهیدروژن توسط  تخمیر قندها اسیداستیک تولید کنند که سبب تولید زیستی
ی فراتر از د که بین مصرف اسیداستیک و تولید هیدروژن ارتباطشود. این نتایج نشان دادنباکتری می-کالمیدوموناس
افزایی سبب هم کالیاشرشیا با  کالمیدوموناسزیستی ین مشاهده شد که هممصرف اکسیژن وجود دارد. همچن قابلیت
الص های خبیشتر از مجموع تولید در کشت %60زیست تولید هیدروژن های همشود. در این کشتتولید هیدروژن می
است.  هوازیی بیهایری هیدروژن در باکتریگترین مشکالت تولید تخمتجمع اسیداستیک از بزر ها بود.این ارگانیسم
، این مانع به یک مزیت کالمیدوموناسی هیدروژن با های تولید کنندهزیست این باکتریهای همکه در کشتدر حالی
و  یومباکترمیکرو، استنوتروفوموناسی باکتری شامل سه سویه یزیستی تحقیقات اثر همدر ادامه شود.تبدیل می
. از نظر بررسی شد کالمیدوموناسبر رشد و تولید هیدروژن ی باکتریایی ناشناخته از یک جامعهجدا شده  باسیلوس
قندها  های غنی ازشد. در محیط کشت کالمیدوموناسی مفید متقابل با موفق به برقراری رابطه میکروباکتریومرشد، 
رشد  کالمیدوموناسزیستی با که، همتنهایی قادر به رشد نبود. درحالیه ب میکروباکتریومو منبع نیتروژنی غیرآلی، 
رسد که این جلبک با تامین مواد مغذی ضروری و مهم، این باکتری در همان محیط کشت را میسر کرد. به نظر می
از رشد و تولید از تخمیر قندها، اسیداستیک مورد نی میکروباکتریومکند. از طرف دیگر، به رشد این باکتری کمک می
هیدروژن  ml/L culture 313بر اساس این همکاری، مقدار قابل توجه کند. را فراهم می کالمیدوموناسهیدروژن در 
، در پایان های غنی از قندها حاصل شد.در محیط کشت میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت
و مصرف  ی رشد، تولید هیدروژنهای تجربی در زمینهآزمایش سازی و نتایجهماهنگی قابل قبولی بین نتایج مدل
ها مشاهده های کنترلی این ارگانیسمو کشت پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های هماسیداستیک در کشت
های متابولیک پتانسیل امیدبخشی برای د شبکهسازی مبتنی بر قیتوان نتیجه گرفت که مدلشد. بنابراین می
 زیست است.های همهای خالص انفرادی و کشتها در کشتی رفتار ارگانیسمینی و به ویژه مقایسهبپیش
سازی ، مدلرینهاردتی کالمیدوموناسباکتری، -نوری هیدروژن، کنسرسیوم جلبکتولید زیستی کلمات کلیدی:
 ک.ی متابولیمبتنی بر قید شبکه
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رعت منابع تامین انرژی از طرف دیگر، س تنوع افزایش تقاضا برای انرژی در جهان از یک طرف و محدود بودن
رده است. این رویداد، هشدارهای جدی مانند سطح باالی آلودگی در جهان و های فسیلی را باال بمصرف سوخت
 1ایی سطح گازهای گلخانه، افزایش پیوستههای فسیلی را به همراه داشته است. به عالوهپایان یافتن منابع سوخت
کند. امروزه، غلظت را تشدید می 2ی زمینشدن کره ی گرمشوند، پدیدههای فسیلی آزاد میکه از سوختن سوخت
ای و در نتیجه گرمایش زمین شده رسیده که سبب افزایش اثر گلخانه 3ppm 350اکسیدکربن به بیشتر از دی
ای بر تغییرات آب های مربوط به اثرات گازهای گلخانههای فسیلی و نگرانی. محدود بودن منابع سوخت[1]است 
پذیر و طرفدار ها با منابع تجدیدو هوا، بشر را به سمت تحقیق و بررسی در مورد جایگزین کردن این سوخت
های اخیر، توجه جهان به سمت . در سال[2]کند، سوق داده است را برطرف به انرژی جهان زیست که نیاز محیط
و تجدیدپذیر متمرکز شده  4زیستمحیط سازگار با( به عنوان یک منبع سوخت امیدوارکننده، 2Hگاز هیدروژن )
 است. 
هیدروژن دهد. را تشکیل می% از جرم جهان 75نزدیک به بوده و  هانج ترین عنصر درسبک ،هیدروژن
شود. هیدروژن یک ماده خام مهم طبیعت است اما کمتر به صورت مولکول یافت میترین عنصر موجود در فراوان
تر بو و از همه مهمرنگ، بیپتروشیمیایی و یک حامل باارزش انرژی است. هیدروژن بیبرای صنایع شیمیایی و 
غیرسمی است. همچنین، هیدروژن سوختی با کیفیت باالست و برخالف دیگر سوختهای امروزه عاری از کربن 
سبب کاهش انتشار بوده و تنها محصول احتراق آن آب است و بنابراین استفاده از هیدروژن به عنوان منبع انرژی، 
نشان داده شده است هیدروژن به دلیل داشتن  1-1که در جدول شود. همانطور ای به اتمسفر میگازهای گلخانه
های فسیلی است های دیگر، جایگزین مناسبی برای سوختارزش حرارتی باال به ازای واحد جرم نسبت به سوخت
تر از آسان به الکتریسیته هیدروژنفرایند تبدیل های انرژی، . همچنین به دلیل اینکه در چارچوب سیستم[3]
 
1 Greenhouse gases (GHGs) 
2 Global warming 
3 Part per million 
4 Eco-friendly 
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 مناسباز این گاز به عنوان منبع انرژی، انتخابی فاده ، استاستبه الکتریسیته های فسیلی سوخت فرایند تبدیل
 . ]4[ است
 ]3[ مختلف یهاسوخت از شده حاصل یانرژ مقدار .1-1جدول 
 (MJ/kgمیزان انرژی ) انواع سوخت
 0/120 هیدروژن







 0/30 زغال چوب
 7/29 اتانول
 7/22 متانول
 5/15 چوب )با هوای خشک(
 
 . کاربردهای هیدروژن2-1
 توان به صورت زیر دسته بندی کرد:های هیدروژن را میبه طور کلی کاربرد
 سوخت -
 تولید آنیلین از نیتروبنزن -
 آمیندیتولید هگزامتیلن -
تر ی جوش پایینهای با نقطههیدروکربنفت خام به های سنگین در نربنکینگ )تبدیل هیدروکاهیدروکر -
 مثل گازوئیل، نفت سفید، سوخت موشک و سوخت دیزل
 (gasification of coal، Lurgi، ICI processتولید گاز سنتزی ) -
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 تولید آمونیاک -
 تولید متانول -
 ها()تولید آلدهیدها از آلکن OXOهای فرایند -
های شیمیایی که مخلوط مونوکسید ای از واکنشه)مجموع Fischer-Tropschول یا یدبوتان-4و1تولید  -
 کند(.های مایع تبدیل میکربن و هیدروژن را به هیدروکربن
 هیدروژناسیون زغال سنگ سخت  -
 ها هیدروژناسیون چربی -
و جاروب کننده اکسیژن: هیدروژن برای حذف کامل اکسیژن به منظور جلوگیری از اکسیداسیون  -
 شود. خوردگی استفاده می
عنوان سرد کننده در ژنراتورهای الکتریکی برای استفاده از خواص فیزیکی منحصر به فرد آن استفاده  به -
 .[5]شود می
 %3دهد. موارد مصرف ذکر شده در باال معادل سهم مصرف هیدروژن در صنایع مختلف را نشان می 1-1شکل 
های آینده به طور قابل توجهی افزایش یابد رود این درصد در سالت مصرفی امروز جهان است. انتظار میسوخ
[5] . 
 






Ammonia Methanol Oil processes others
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 تولید هیدروژنهای . روش3-1
ی تولید از های عمدههای تولید هیدروژن به گروههای مختلفی قابل تولید است. روشهیدروژن به روش
 .[8, 7]شود توده و آب تقسیم میهای فسیلی، زیستسوخت
 های فسیلیهای تولید هیدروژن از سوختروش •
 ه هیدروژن به وسیله بخارطبیعی یا نفت بتغییر شکل گاز  -
 شکست گاز طبیعی به هیدروژن به وسیله گرما -
 تر از نفتهای سنگینهیدروکربناکسیداسیون جزئی  -
 سازی زغال سنگگازی -
 تودهتولید هیدروژن از زیستهای روش •
 کند(.یرا تولید م 2Nو  2H  ،4CH  ،2CO  ،COسازی )مخلوطی از گازها شامل پیرولیز یا گازی -
 تولید هیدروژن از آبهای روش •
 الکترولیز -
 فتولیز -
 شیمیاییگرما فرایند -
 گرمایی یا ترمولیزتجزیه مستقیم  -
 تولید زیستی -
 %18از نفت،  %30آن از گاز طبیعی،  %48است که  day/3billion m 1امروزه تولید جهانی هیدروژن بیشتر از 
های های صنعتی اصوال از سوخت. این روش[9, 1]شود تولید میباقیمانده از الکترولیز آب  %4از زغال سنگ و 
ای همراه است. هر دو روش گرماشیمیایی و الکتروشیمیایی نهکنند که با انتشار گازهای گلخافسیلی استفاده می
ها، کنند. در مقایسه با این روشتولید هیدروژن انرژی زیادی مصرف کرده و مشکالت زیست محیطی ایجاد می
ها فرایندغلب در دما و فشار محیط انجام شده و بنابراین به انرژی زیادی نیاز ندارد. این تولید زیستی هیدروژن ا
ناپذیر کنند بلکه مسیری به سوی مصرف منابع تجدیدپذیر و پایاننه تنها مشکالت زیست محیطی ایجاد نمی
شود ها کمک میبازیافت آنها ضایعات مختلفی مصرف شده و به فرایندکنند. به عالوه در این انرژی را ایجاد می
[5]. 
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                              expanded-SCIهای اطالعاتی های موجود در بانکبا استفاده از داده 1سنجیتجزیه و تحلیل علم
)از سال   CPCI-SS)Social science( و )1994)از سال   CPCI-S)Science technology(، )1994)از سال 
مقاله به همراه تعداد قابل  2204دهد که تعداد یان م( نشISI (Thomson Reutersی اطالعات ( در شبکه1994
 2-1در مورد هیدروژن چاپ شده است. همانطور که در شکل  92معادل  index-H( و 46723) 2توجهی ارجاع
میالدی تعداد تحقیقات در مورد هیدروژن رشد سریعی داشته و در سال  2003شود، پس از سال مشاهده می
رسیده است. پس از آن روند رو به رشد این تحقیقات  2883مقاله با مجموع ارجاع  230ی به رکورد بیشینه 2008
ام این آمار و ارقام حاکی از آن  است که ( ادامه داشته است. تم8107مقاله و مجموع استناد  335) 2012تا سال 
ی مناسب برای تولید دفراینای نزدیک تحقیقات در مورد هیدروژن رشد سریعی داشته و امید است که در آینده
 این سوخت ارزشمند طراحی و اجرا شود. 
 
 
 ژن.نجام شده در مورد تولید هیدرودر رابطه با تحقیقات ا یسنجتجزیه و تحلیل علم .2-1شکل 
 .[10]( در هر سال B) ها( و تعداد استنادAمنابع چاپ شده )
 
و از منابع  [12, 11]های فسیلی برای تولید هیدروژن از سوخت های استفاده شدهمطالعات متعددی روش
ده برای تولید هیدروژن های به کاربرده شترین تکنیکاند. مرسومرا بررسی کرده [14, 13, 11, 6]تجدیدپذیر 
سازی ازی یا پیرولیز زیست توده، گازیسشامل تغییر شکل گاز طبیعی یا نفت به هیدروژن با استفاده از بخار، گازی
های ذکر شده به انرژی فرایند. تمام [6, 5]زغال سنگ و الکترولیز یا انجام عملیات گرماشیمیایی روی آب هستند 
 .[13]کنند اکسیدکربن میند مونوکسیدکربن و دیهایی مانزیادی احتیاج داشته یا تولید آالینده
 
1 Scientometric analysis 
2 Citations 
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 های تولید زیستی هیدروژن فرایند .4-1
های اخیر توجه زیادی را به خود جلب کرده روش زیستی تولید هیدروژن، روشی تجدیدپذیر است که در دهه
 شوند:های تولید زیستی هیدروژن به صورت زیر دسته بندی میفراینداست. 
 ها(آبی )سیانوباکتری-های سبزهای سبز و جلبکآب با استفاده از جلبک 1بیوفتولیز •
 بیوفتولیز مستقیم  (1
 بیوفتولیز غیرمستقیم (2
 هوازیی بیهای فتوسنتزکنندهباکتری یترکیبات آلی به وسیله 2ی نوریتجزیه •
 3هوازی اختیاریهوازی و بیهای بیی باکتریتخمیر در غیاب نور ترکیبات آلی به وسیله •
 .[5]های هیبریدی سیستم •
 ها(آبی )سیانوباکتری-های سبزهای سبز و جلبکآب با استفاده از جلبک بیوفتولیز. 1-4-1
ها و مولکول اکسیژن به های هیدروژن، الکترونآب را به یون آبی مولکول-های سبزهای سبز و جلبکجلبک
 شکنند.تقیم و غیر مستقیم، میترتیب از طریق فتولیز مس
 مستقیم. فتولیز 1-1-4-1
نشان  (1)واکنش  یتوان به وسیلههای سبز را میجلبک یتبدیل آب به هیدروژن به وسیلهبرای کلی  واکنش
 داد:
(1)                                                                                 2+ O 22H →O + Light energy 22H 
مطالعه شده در روش  ریزجلبکترین (، مهمChlamydomonas reinhardtii) کالمیدوموناس رینهاردتی
تواند هوازی، هم میتحت شرایط بی ریزجلبکبیوفتولیز مستقیم آب به هیدروژن است. آنزیم هیدروژناز در این 
های موجود در هیدروژناز پروتون .ی الکترون مصرف کندرا به عنوان دهنده هیدروژنتولید کند و هم  هیدروژن
ها به گاز هیدروژن موجود در سلول 4شده از طرف پروتئین فردوکسین های اهدات را با دریافت الکترونکلروپالس




3 Facultative anaerobic bacteria 
4 Ferredoxin 
5 Photosystem II 
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را به ها پذیر الکترونیدروژناز برگشتشوند. ه( و سپس به فردوکسین منتقل میI1 (PSIآب به سمت فتوسیستم 
 کند: به صورت زیر دریافت می 2Hطور مستقیم از فردوکسین کاهش یافته برای تولید 
                                                               2 H →Hydrogenase  →FDX  →PSI  →PSII  →O 2H 
    O2 
های سبز دیگری ( بسیار حساس است. فعالیت هیدروژناز در جلبک2Oن )آنزیم هیدروژناز به حضور اکسیژ
   fuscaو Scenedesmus obliquus ،Chlorococcum littorale ،Platymonas subcordiformisمانند 
Chlorella های های سبزی از گونهنیز مشاهده شده است. همچنین جلبکDunaliella salina  وChlorella 
vulgaris  که فاقد فعالیت هیدروژنازی هستند.  دارندوجود 
 فتولیز غیرمستقیم .2-1-4-1
 (3( و )2های )واکنشتوان به صورت ها را میسیانوباکتری یواکنش کلی برای تولید هیدروژن از آب به وسیله
 نشان داد: 
(2)                                                             2+ 6O 6O12H6C →energy  + Light 2O + 6CO26H 
(3)                                                          2+ 6CO 212H →O + Light energy 2+ 6H 6O12H6C 
نیز شناخته  Cyanophytesو یا  Cyanophyceaeآبی، -های سبزهای دیگر جلبکها با نامسیانوباکتری
ها دارای ریهای فتواتوتروف هستند. سیانوباکتوعی از میکروارگانیسمها، گروه بزرگ و متنشوند. این ارگانیسممی
 4بوده و توانایی فتوسنتز اکسیژنی 3هالی پروتئینو فیکوبی 2ها، کاروتنوئیدهاکلروفیل های فتوسنتزی مانندرنگدانه
ی دارند. او توده ای، رشتهمنفردهای های گوناگونی شامل گونهها شکلرا دارند. این گروه از میکروارگانیسم
های ای، سلولهای رشتهشود. در سیانوباکتریی هر دو آنزیم هیدروژناز و نیتروژناز تولید میهیدروژن به وسیله
 مورد نیاز منابعهای اصالح شده از نظر ساختاری و دارای عملکرد ویژه توسعه یابند. ممکن است به سلول 5شیروی
 های معدنی و نور است.مکب، ن(، آ2N و 2OCها شامل هوا )آن رشد
هایی از نیز باشند. مثال 6ی هیدروژن ممکن است تثبیت کننده نیتروژنهای تولیدکنندهسیانوباکتری
هایی مانند آبی هستند. سیانوباکتری .Oscillatoria spو  .Calothrix spهای تثبیت کننده نیتروژن ارگانیسم
Synechococcus sp. ،Gloebacter sp.  وAnabaena sp. کنند. نیتروژن را تثبیت نمی 
 
1 Photosystem I 
2 Carotenoids 
3 Phycobiliproteins 
4 Oxygenic photosynthesis 
5 Vegetative cells 
6 Nitrogen fixing 
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. [16, 15]ها دارندهای سیانوباکتریبه دیگر گونههای ذکر شده توانایی تولید هیدروژن بیشتری نسبت گونه
به دلیل بازده باالتر تولید هیدروژن، توجه بیشتری را به خود  variabilis Anabaenaای رشته 1هایهتروسیست
  .[17]اند جلب کرده
 شود: ها از دو راه تولید میهای رویشی سیانوباکتریهیدروژن در سلول
 های هتروسیست تثبیت کننده نیتروژن باکتری -
Nitrogenase →FDX  → 2O]2[CH →stems (Vegetative cells) Photosy →O 2H 
 
 
 کننده نیتروژنهای غیرهتروسیست تثبیتباکتری -
     Nitrogenase or Hydrogenas →FDX  → 2O]2[CH →Photosystems (Vegetative cells)  →O 2H 
 
 
و هیدروژناز است و هیدروژن در  نیتروژنازدو آنزیم ی فعالیت هر ها اکسیژن ممانعت کنندهدر سیانوباکتری
ها، نرخ و های زیاد برای افزایش تولید هیدروژن در سیانوباکتریشود. با وجود تالشهوازی تولید میشرایط بی
ی های فتوسنتزکنندهای کمتر از نرخ و بازده تولید در باکتریها به طور قابل مالحظهبازده تولید در این ارگانیسم
 هوازی در غیاب نور است.  های بیدر معرض نور و باکتری یهوازبی
ها زمانی که با تثبیت نیتروژن همراه باشد به صورت ی استوکیومتری تولید هیدروژن در سیانوباکتریمعادله
 است: (4واکنش )
(4)                                                P + 16pi+ 16AD 2+ H 32NH →+ 16ATP  -+ 8e ++ 8H 2N 
 است: (5واکنش )ت و چنانچه با تثبیت نیتروژن همراه نباشد به صور  
(5 )                                                                 + 16ADP + 16pi 24H →+ 16ATP  -+ 8e +8H 
                                                           
 
1 Heterocystous filamentous Anabaena cylindrica 
NADPH 
2O 
2CO  2CO 
 
2H 
PSI       ATP 
NADPH 
2O 
2CO  2CO 
 
2H 
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 هوازیی بیهای فتوسنتزکنندهباکتری یی به وسیلهترکیبات آل تجزیه نوری .1-4-2
های نیتروژناز در شرایط فقر گاز نیتروژن، با استفاده از انرژی نوری آنزیم 1ارغوانی های غیر گوگردیدر باکتری
 است:  (6واکنش )کنند. واکنش تولید هیدروژن به صورت و ترکیبات کاهنده )اسیدهای آلی( هیدروژن تولید می
  (6 )                                                     2+ 2CO 24H →O + Light energy 2COOH + 2H3CH                                
 برای مدت زمان طوالنی مورد مطالعه قرار گرفته هوازیی بیهای فتوسنتزکنندهتولید هیدروژن در باکتری
است. نداشتن  PSIIها و نداشتن پذیر و چند بعدی این ارگانیسمیسم انعطافها متابولآن است. مزیت استفاده از
PSIIی ی آن بر آنزیم تولیدکننده، به معنی تولید نکردن اکسیژن و در نتیجه حذف ذاتی اثر ممانعت کننده
ها وسنتز نیاز دارند. آنبرد فتهای فتوتروف به منبع الکترون آلی یا غیرآلی برای پیشهیدروژن است. باکتری
های فتوهتروتروف برای تبدیل انرژی کتریتوانند طیف وسیعی از ترکیبات ارزان قیمت را مصرف کنند. این بامی
  .[18]کنند ، ضایعات آلی را به عنوان سوبسترا مصرف میهیدروژننور به 
 تخمیر نوری را به صورت زیر بیان کرد: فرایندتوان مسیر بیوشیمیایی کلی برای یم
 
2H →Nitrogenase  →FDX  → 2O)2(CH 
 
 تولید هیدروژن به وسیله تخمیر ترکیبات آلی در غیاب نور .3-4-1
ذیرش الکترون اکسیژن )اکسیژنی برای پدر غیاب نور یک پدیده فراگیر در شرایط بدون  2تخمیر هیدروژن
کنند )رشد هتروتروف(، ا روی سوبستراهای آلی رشد میهها است. زمانی که باکتریوجود نداشته باشد( در باکتری
کنند. نیاز رشد را تهیه میو انرژی مورد  3این سوبستراها به وسیله اکسیداسیون تجزیه شده و واحدهای سازنده
ثی الکتریکی باید خارج و مصرف شوند که برای حفظ شرایط خنید میهایی تولهای اکسیداسیون الکترونفراینددر 
هوازی، ترکیبات دیگر مانند شود. در محیط بیشوند. در شرایط هوازی، اکسیژن کاهش پیدا کرده و آب تولید می
تخمیر  فرایند. در [16, 5]شوند های هیدروژن کاهیده میکرده و به مولکول ها را دریافتها الکترونپروتون
acetyl-شود. سپس پیروات به به پیروات تبدیل می 4هیدروژن، ابتدا گلوکز از طریق مسیر متابولیکی گلوکولیز
CoA تواند به استیل فسفات تبدیل شده و در نتیجه که میATP شود. اکسید و استات تولید کند، اکسید می
یافته سپس اکسید شده و  شود. فردوکسین کاهشیسبب کاهش فردوکسین م acetyl-CoAشدن پیروات به 
 
1 Purple non-sulfur bacteria 
2 Hydrogen fermentation 
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های واکنشکند. واکنش کلی به صورت آزاد می 1اکسیژنیهای مورد نیاز تولید هیدروژن را در شرایط بیالکترون
 قابل بیان است: (8( و )7)
  (7 )                              2) + COCoA + 2FDX (red-Acetyl →Pyruvate + CoA + 2FDX (ox)  
  (8 )                                                                          + FDX (ox) 2H →+ FDX (red)  +2H                                                              
له طیف وسیعی از مواد از جمای با مصرف نسبتا ساده فرایندهوازی تولید انبوه هیدروژن را از طریق تخمیر بی
 وابستهکند. به عالوه، تولید تخمیری هیدروژن نرخ باالیی دارد و به منبع نور ضایعات و پسماندها، ممکن می
ها و عموما گلوکز هستند. در حضور این منابع، تولید ها، کربوهیدارتفرایندنیست. منابع اصلی کربن در این 
 . ((10( و )9های ))واکنش رودال میدروژن باو گاز هیبوتیریک د، اسیاسیداستیک
  (9 )                                                         2+ 4H 2COOH + 2CO32CH →O 2+ 2H 6O12H6C 
  (10 )                                                   2+ 2H 2COOH + 2CO2CH3CH →O 2+ 2H 6O12H6C 
مول هیدروژن  2مول و  4هوازی اختیاری ، به ترتیب هوازی اجباری و بیهای بیباکتریول گلوکز به ازای هر م
های اختیاری حساسیت کمتری نسبت به اکسیژن داشته و بعضی اوقات قابلیت تولید هوازیکنند. بیتولید می
جود در محیط کشت اکسیژن موکند با تخلیه سریع ها وارد میهیدروژن را حتی پس از آسیبی که اکسیژن به آن
تری برای تولید تخمیری هیدروژن های مناسبها میکروارگانیسمآوردند. بنابراین این باکتریدوباره به دست می
 . [19]های اجباری هستند هوازینسبت به بی
های مرسوم د نسبت به روشهای تولید زیستی هیدروژن، بازده و نرخ پایین تولیترین محدودیتیکی از مهم
دهد. با وجود نرخ نشان می را های زیستیفرایندنرخ تولید هیدروژن در تخمینی از ، 2-1زیستی است. جدول غیر
های تولید هیدروژن با استفاده از جلبکستقیم، های بیوفتولیز مستقیم و غیر مبسیار پایین تولید هیدروژن در روش
پایان ها با مصرف دو منبع بیو امیدبخش است. زیرا این میکروارگانیسمپایدار  آبی روشی-های سبزسبز و جلبک
ربن برای اکسیدکها توانایی مصرف دی. همچنین، جلبک[10]توانند هیدروژن تولید کنند نور خورشید و آب می
ها شده است. بنابراین هدف رشد اتوتروفی را دارند و به همین دلیل برای تولید هیدروژن، توجه زیادی متمرکز آن
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 . [11]های زیستی فرایندهیدروژن در  تولیدنرخ  .2-1جدول 
 هیدروژننرخ تولید 
(h/2mmol H) 
 زیستی فرایندنوع 
 بیوفتولیز مستقیم 07/0
 بیوفتولیز غیرمستقیم 355/0
 تخمیر نوری 16/0
 تخمیر در غیاب نور 2-121/8
 
 (Chlamydomonas reinhardtii) کالمیدوموناس رینهاردتی ریزجلبک .5-1
های فتوسنتزی جهان هستند، به عنوان کاندیدهای مناسبی جمعیت ارگانیسم رگترینها بزریزجلبکاز آنجا که 
 (،سدوموناکالمی)از این به بعد،  کالمیدوموناس رینهاردتی. [20]شوند برای تولید هیدروژن در نظر گرفته می
شود. هیدروژن در نظر گرفته می 1نوریزیستیمدل برای تولید  سلولی است که به عنوان ارگانیسمجلبکی تک
از  ریزجلبکرشد سریع )اتوتروفی و هتروتروفی(، ژنتیک شناخته شده و آسان بودن دستکاری ژنتیکی این 
ن دارد )شکل تلف برای تولید هیدروژسه مسیر متابولیکی مخ سکالمیدومونا .[21]های شاخص آن است ویژگی
وابسته بوده و  ریزجلبکهای منتقل شده در دستگاه فتوسنتز این (. دو تا از مسیرهای متابولیکی به الکترون3-1
، PSIIشوند. در مسیر متابولیکی وابسته به نامیده می PSIIو مستقل از  PSIIمسیرهای متابولیکی وابسته به 
 ،f6b3سیتوکروم  (،PQ) 2پالستوکینون پول ، به ترتیبPSIIز فتولیز آب در سطح های آزاد شده االکترون
دهند. در این مسیر متابولیکی اکسیژن ( را کاهش میFDX) 5سینو در نهایت فردوک PC ،)PSI) 4پالستوسیانین
 1ن سیفردوک، کالمیدوموناساز بین شش فردوکسین شناخته شده در شود. به عنوان محصول جانبی تولید می
(FDX1در مسیر متابولیکی مستقل از [23, 22]ی الکترون به هیدروژنازها است ترین دهنده( مهم .PSII ،
 ,NAD(P)H dehydrogenase type IIی آنزیم را به وسیله NAD(P)H ،PQهای به دست آمده از الکترون
 
1 Photo-biological hydrogen production 
2 Plastoquinone pool 
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NDA2 د مسیر وابسته به ن. در ادامه مان[28–24] دهد، کاهش میPSIIها به ، الکترونPSI  رسیده و سپس به
FDX1 شوند.منتقل می  
ی تخمیری ترکیبات درون سلولی مانند پیروات را های به دست آمده از تجزیهمسیر متابولیکی سوم، الکترون
زیم ی آند. در این مسیر متابولیکی، زمانی که پیروات به وسیلهدهی هیدروژن قرار میدر اختیار آنزیم تولید کننده
کاهش یافته و در نهایت  FDX1شود، ( به استیل کوآ اکسید میPFR) 1پیروات فردوکسیدن اکسیدوروکتاز
 . [34– 31] کندها را به هیدروژناز منتقل میالکترون
 
 
 .کالمیدوموناسمسیرهای متابولیکی تولید هیدروژن در . 3-1شکل 
با رنگ زرد نشان داده  PSIIبا رنگ قرمز و در مسیر متابولیکی مستقل از  PSIIها در مسیر متابولیکی وابسته به منبع تامین الکترون
ترتیب با رنگ آبی و مانند نشاسته و استات که به از کاتابولیسم ترکیبات آلی  PSII ،NAD(P)Hاند. در مسیر متابولیکی مستقل از شده
که با رنگ سبز  PFRپیروات و اگزالواستات با استفاده از آنزیم شود. به عالوه، تخمیر در غیاب نور اند، تشکیل میبنفش نشان داده شده
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 کالمیدوموناسهای تولید هیدروژن در . محدودیت1-5-1
موقتی است زیرا اکسیژن تولید شده در دستگاه فتوسنتز این  فرایندیک  کالمیدوموناستولید هیدروژن در 
تولید  فرایندترین عیب شود. این واقعیت بزرگی هیدروژن میمانع فعالیت آنزیم تولید کننده ریزجلبک
ی دیگری های مختلف عوامل محدود کنندههای گذشته، گزارشه بر این، در دههاست. عالوهیدروژن  نوریزیستی
 ارتند از:ها عبترین آناند که مهمبیان کرده ریزجلبکرا برای تولید هیدروژن در این 
 . [37, 36] ین تبدیل انرژی نوری به انرژی شیمیایی هیدروژنیبازده پا -
 . [34, 32, 23] های فتوسنتزیای دریافت الکترونرقابت بر -
 .[pH [38ی اثر ممانعت کننده -
 .[39] اثر فشار جزئی هیدروژن -
  .[40] های هیدروژنازین آنزیمیسطح بیان پا -
 ین تبدیل انرژی نوری به انرژی شیمیاییی. بازده پا1-1-5-1
انرژی نوری را دریافت کرده و به ی دستگاه فتوسنتزی که دارند توانند به وسیلهروفی میتهای فتواتوارگانیسم
نوری به انرژی شیمیایی  تبدیل انرژی یمحدودکننده متعددیموانع های شیمیایی پر انرژی تبدیل کنند. دبان
 شوند:دامه به اختصار توضیح داده میدر اکه  هستند
ند. همچنین اجزای ها را داری محدودی از طول موجتوانایی جذب دامنه مختلفهای فتوسنتزی میکروارگانیسم
شود. بازده تبدیل ی انرژی اتالف میدستگاه فتوسنتز توانایی محدودی برای جذب و انتقال انرژی دارند و بقیه
بنابراین فتوسنتز،  .[41, 37]یا حتی کمتر است  %2حدود  کالمیدوموناسانرژی شیمیایی در  نهایی انرژی نوری به
ناپذیری ی ناکارآمد برای تبدیل انرژی نوری به انرژی شیمیایی است که تولید هیدروژن به طور اجتنابفرایند
 ین تبدیل انرژی است.یتحت تاثیر این بازده پا
 های فتوسنتزی:برای دریافت الکترون. رقابت 2-1-5-1
هستند  کالمیدوموناسژنازها در ها به هیدروان الکترونترین اهدا کنندگ، اصلیFDX1ها به ویژه فردوکسین
[23 ,32 ,34] .FDX1، های فتوسنتزی و تخمیری را به ترتیب از الکترونPSI  وPFR الوه بر کنند. عدریافت می
 :oxidoreductase +Ferredoxin: NADP (RFN)، Ferredoxin ها را بهالکترون FDX1هیدروژنازها، 
thioredoxin reductase (FTR)، Nitrite reductase ،Sulfite reductase ،glutamate synthase و 
Ketoglutarate synthase-α ی فعالیت رقابتی این ها کنترل کنندهکند. شرایط فیزیولوژیکی داخل سلولاهدا می
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است که با  FNRها ی الکترونترین دریافت کنندهها در مقابل هیدروژنازها است. در شرایط معمولی، مهمآنزیم
 .[42] کنندکربن را تولید میاکسیدمورد نیاز برای تثبیت دی NADPHها دریافت الکترون
 pHی . اثر ممانعت کننده3-1-5-1
pH فعالیت هیدروژنازها در . [38] ها( بر فعالیت هیدروژنازها موثر استها )غلظت پروتوندرون سلول
بهینه برای عملکرد هیدروژنازها در  pH. [43] شوداسیدی و شدیدا بازی متوقف می های شدیدامحیط
 . [43] تعیین شده است 7/7برابر  کالمیدوموناس
 . اثر فشار جزئی هیدروژن4-1-5-1
تولید هیدروژن و مصرف  هایی با عملکرد دو طرفه هستند که توانایی کاتالیز هر دو واکنشآنزیم ها،هیدروژناز
ی جهت واکنش است. گزارش شده تعیین کننده ،های شیمیایی، غلظت اجزاهیدروژن را دارند. مانند دیگر تعادل
, 39] کندن را فعال می، واکنش مصرف هیدروژکالمیدوموناسی تههای بساست که تجمع هیدروژن در کشت
44].  
 های هیدروژنازین آنزیمی. سطح بیان پا5-1-5-1
تشکیل  ،حتی در شرایط بی هوازی ،های جلبک راهای محلول در سلولپروتئین %1هیدروژنازها کمتر از 
 10به ازای بیش از  1کلروفیل و یا  10000به ازای بیش از  1های استوکیومتری این آنزیم نسبت .[45] دهندمی
  د.زنمیخمین را ت  PSIواحد 
 کالمیدوموناسهای تقویت تولید هیدروژن در . روش2-5-1
گیری از مهندسی متابولیک، فقر مواد مغذی، بهینه کردن رویکردهای متفاوتی مانند اصالحات ژنتیکی، بهره
 اندمطالعه شده کالمیدوموناسپارامترهای عملیاتی موثر و طراحی بیوراکتورها برای تقویت تولید هیدروژن در 
فقر سولفور به طور وسیعی  ،[48, 47, 13]های مبنی بر فقر مواد مغذی میان استراتژی . از[48–46[, ]42, 13]
به طور موقت غیر فعال شده و شرایط  PSIIمورد توجه و بررسی قرار گرفته است. در شرایط فقر سولفور، 
های همچنین در سال .[51– 49] کندرا فراهم می کالمیدوموناساکسیژنی مورد نیاز برای تولید هیدروژن در بی
 Calvin-Bensonین )ی کالواکسیدکربن به دلیل کاهش رقابت چرخهاخیر نشان داده شده است که کمبود دی
Cycleهای با این وجود، روش .[53, 52] دهدهای فتوسنتزی، تولید هیدروژن را افزایش می( برای دریافت الکترون
بیوراکتورهای دو اکسیدکربن برای کاربردهای صنعتی به دلیل نیاز به مبتنی بر فقر مواد مغذی و محدودیت دی
ازهای خنثی برای زدودن گاز فضای باالسری بیوراکتورها مناسب ده از گا استفایفازی )رشد و تولید هیدروژن( و 
یابد که ممکن است در شرایط فقر مواد مغذی به شدت کاهش می کالمیدوموناس پذیریزیستنیستند. به عالوه، 
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کنترل نور  های مبنی بردار کند. از سوی دیگر استراتژییگر را خدشهتوده برای کاربردهای دی زیستاعتبار بالقوه
ی شرایط نی از مواد مغذی، شدت نورهای کم منجر به توسعهدر بیوراکتورها نشان داده است که در شرایط غ
و در نتیجه تولید هیدروژن  کالمیدوموناس. [57–55] و میکسوتروفی [54] های اتوتروفیاکسیژنی در کشتبی
هیدروژن را  بلندمدتهای دیگر مبنی بر انتقال سریع از تاریکی به روشنایی امکان تولید شود. اخیرا، استراتژیمی
با این حال، کنترل نور از نظر صنعتی  .[52] های اتوتروفی و میکسوتروفی نشان داده استدر هر دو شرایط کشت
انی که نور خورشید گ به ویژه زمهوازی در بیوراکتورهای مقیاس بزرروش مناسبی برای رسیدن به شرایط بی
 منبع تامین انرژی باشد، نیست.
ط ها در شرایزیستی جلبک با باکتری، همکالمیدوموناسیک راهکار جایگزین و مناسب برای تولید هیدروژن در 
 1اکسیژنیاند که تنفس باکتریایی روش موثری برای رسیدن به شرایط کممیکسوتروفی است. تحقیقات نشان داده
های مختلفی در محیط با باکتری کالمیدوموناسزیستی باکتری است. هم-زیست جلبکهای همدر کشت
بررسی  [65 ,64, 60] و در شرایط غنی از سولفور [63–58] ، در شرایط فقر سولفوراسیداستیکهای غنی از کشت
های مختلف به منظور با باکتری کالمیدوموناسزیستی های مثبت همشده است. فصل بعدی این تحقیق جنبه
 کند. تولید هیدروژن را به تفصیل مرور و بررسی می
 اهداف و ضرورت اجرای طرح .6-1
 . اهداف طرح1-6-1
و پیدا کردن یک همراه  کالمیدوموناس ریزجلبکهای مختلف با زیستی باکتریهدف این رساله بررسی هم
یایی برای این جلبک به منظور افزایش تولید زیستی هیدروژن است. به همین سبب به کمک اطالعات مناسب باکتر
انتخاب  کالمیدوموناسزیستی با های متعددی برای همبه دست آمده از مرور مقاالت و مراجع گذشته، باکتری
 شود. می
زیست در های همو تولید هیدروژن در کشت کالمیدوموناسر رشد های انتخاب شده بیزیستی باکتراثر هم
شود. همچنین به منظور بررسی عملکرد های متفاوت بررسی میمعرض شدت نورهای مختلف و در محیط کشت
-بکی متابولیک کنسرسیوم جلمدل شبکهزیست، های همبینی رفتار کشتی متابولیک در پیشسازی شبکهمدل
سازی با نتایج نتایج حاصل شده از مدلها ساخته شده و هر یک از ارگانیسم بولیکهای متاباکتری از تجمیع شبکه
 شوند. ها در شرایط غنی از مواد مغذی انجام میشود. تمام آزمایشتجربی مقایسه می
 باشند:عناوین کلی مراحل اصلی طرح به شرح ذیل می
 
1 Hypoxia 
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 موضوع رساله.ر رابطه با های انجام شده دا و پژوهشهمرور جامع مقاالت، گزارش (1
 را دارند. کالمیدوموناس ریزجلبکزیستی با هایی که پتانسیل همبررسی و انتخاب باکتری (2
 ریزجلبکو تولید هیدروژن در این  کالمیدوموناسهای انتخاب شده بر رشد زیستی باکتریبررسی اثر هم (3
 های غنی از مواد مغذی.در محیط کشت
باکتری و -زیست جلبکهای همو تولید هیدروژن در کشت کالمیدوموناسبررسی اثر شدت نور بر رشد  (4
 .ریزجلبکهای کنترلی کشت
-زیست جلبکهای همو تولید هیدروژن در کشت کالمیدوموناسبررسی اثر منابع کربنی مختلف بر رشد  (5
 ها. های کنترلی ارگانیسماکتری و کشتب
های هم ی باکتریایی ناشناخته با اثر مثبت بر رشد و تولید هیدروژن در کشتکشف و شناسایی جامعه (6
 ی باکتریایی.جامعه-کالمیدوموناسزیست 
زیست شامل های همی باکتریایی بر تولید هیدروژن در کشتزیستی هر یک از اعضای جامعهی هممطالعه (7
 زیست.های همدر کشت و انتخاب باکتری موثر بر تقویت تولید هیدروژن کالمیدوموناس
 ی منابع کربن و نیتروژن مورد نیاز رشد باکتری منتخب.مطالعه (8
 و باکتری منتخب. کالمیدوموناسزیستی ی همبررسی نوع رابطه (9
باکتری منتخب در حضور منابع کربن و -کالمیدوموناسزیست های همبررسی تولید هیدروژن در کشت (10
 نیتروژن مختلف.
 زمان.های همها بر رشد و تولید هیدروژن در کشتکتریی بااولیهبررسی اثر غلظت  (11
 زمان.های همبر تولید هیدروژن در کشت کالمیدوموناسی بررسی اثر غلظت اولیه (12
ی نتایج به دست و مقایسه پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناس کنسرسیوم ی متابولیکسازی شبکهمدل (13
 های تجربی. زمایشاز آ سازی با نتایج حاصل شدهآمده از مدل
 . ضرورت اجرای طرح2-6-1
 نوریزیستیدر ابتدای فصل به جایگاه حائز اهمیت هیدروژن در تامین انرژی آینده اشاره شد. همچنین تولید 
اکسیدکربن که از گازهای پایان نور و آب و نیز تثبیت دیها به دلیل استفاده از دو منبع بیهیدروژن در جلبک
هیدروژن در  فتولیز مستقیمی روشی امید بخش، پایدار و تجدیدپذیر است. مزیت عمده ،استای گلخانه
های سبز بدون مصرف انرژی ها این است که جلبکسیانوباکتریفتولیز غیر مستقیم در های سبز نسبت به جلبک
(ATP)، به عنوان  داردکه  قابل توجهیهای به دلیل ویژگی کالمیدوموناس ریزجلبککنند. هیدروژن تولید می
ها حضور اکسیژن شود. بزرگترین مانع تولید هیدروژن در جلبکها انتخاب میفرایندارگانیسم مدل در این 
ها همیشه در طبیعت وجود داشته ها و باکتریزیستی جلبکها معرفی شد. از سوی دیگر همفتوسنتزی در کشت
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با مدنظر قرار دادن این زیستی با یکدیگر است. بنابراین همها از وری این ارگانیسمی بهرهدهاست و این نشان دهن
 زیستهای همی تنفس باکتریایی در کشتطبیعی و به ویژه امکان حذف اکسیژن فتوسنتزی به وسیله یپدیده
ری اهمیت قابل توجهی باکت-کالمیدوموناسزیست همهای ی تولید هیدروژن در کشتباکتری، مطالعه-جلبک
های منحصر به فرد آن باکتری به دلیل ویژگی-زیست جلبکهمهای ن تولید هیدروژن در کشتدارد. بنابرای
 و پایدار باشد.  سازگار با محیط زیستی اقتصادی، فرایندتواند می
-نرژی و محیطباکتری در حوزه ا-هیدروژن در کنسرسیوم جلبک نوریزیستیهای مثبت تولید برخی از جنبه
 د: شنبازیست به شرح ذیل می
 پایان برای تولید سوختی پاک، با ارزش و پربازدهاستفاده از منابع رایج، فراوان و بی -
 ای بسیار نزدیکهای سوختی و وسایل نقلیه در آیندهاهمیت استفاده از هیدروژن در پیل -
 انرژیهای تولید و مصرف فرایندای در کاهش گازهای گلخانه -
 شگاهی، پتروشیمیایی و شیمیاییتامین هیدروژن مورد نیاز صنایع پاالی -
 افزایش امنیت انرژی و تنوع بخشی به حاملهای ثانویه انرژی در کشور -
. البته با توجه به تمامی این رساله سابقه تحقیقاتی در ایران مشاهده نشده استدر مورد موضوع تحقیق 
اری از محققان مطرح در فاز اولیه ه در دنیا، هنوز هم این فناوری به گفته بسیتحقیقات انجام شده در این زمین
خود بوده و ابعاد مختلفی از آن نیاز به تحقیق و توسعه دارد. با این وجود، رشد سریع تعداد تحقیقات تحقیقاتی 
و همچنین تاکید اسناد  انجام شده در این زمینه و ورود کشورهای بیشتر به این حوزه از فناوری در سالهای اخیر
 باشند.وع میمینه هیدروژن و پیل سوختی نشانگر اهمیت موضباالدستی ایران در ز
شود که ورود به این حوزه از فناوری و دستیابی به دانش فنی با توجه به مطالب ذکر شده، نتیجه گرفته می
های انتخاب شده برای نظر باکتریآن ضرورت و اهمیت قابل مالحظه و پرواضحی دارد. همچنین، این طرح از 
و شرایط استفاده شده برای تولید هیدروژن )محیط کشت غنی از مواد مغذی(،  کالمیدوموناسا جلبک زیستی بهم
 باشد.  دارای نوآوری می
 . نوآوری طرح3-6-1
 های نوآورانه آن به شرح زیر بوده است:به هنگام تعریف موضوع این رساله، جنبه
-در کنسرسیوم جلبک نوریزیستیش تولید هیدروژن به رو"سابقه بودن موضوع بی جدید بودن و -
 به عنوان پژوهش دانشگاهی در کشور. " اکتریب
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های ترکیبی هباکتری به صورت بخشی از پروژ-در نظر گرفتن تولید هیدروژن در کنسرسیوم جلبک -
هیدروژن و در نهایت استفاده از اعتبار ی آب و پساب، تولید کالن کشوری در آینده که شامل تصفیه
 توده برای کاربردهای دیگر بیوتکنولوژی، هستند.ستی زیبالقوه
باکتری در محیط کشت غنی از -جدید بودن بررسی متابولیسم تولید هیدروژن در کنسرسیوم جلبک -
 مواد مغذی
زیست های همکشت در تولید هیدروژن تقویتمعرفی اسیداستیک به عنوان پارامتری کلیدی برای  -
 باکتری-جلبک
به عنوان  (ی هیدروژنتولید کننده باکتری) کالیای -کالمیدوموناسست زیهای هممعرفی کشت -
 افزایی تولید هیدروژن را دارند.هایی که توانایی همکشت
های در محیط کشت میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همتولید بلندمدت هیدروژن در کشت -
 از مواد مغذی.غنی 
 .زیستهای همدر کشت میکروباکتریومو رشد  کالمیدوموناس بین رشد 1متقابلی مفید معرفی رابطه -
زیست های همدر کشت کالمیدوموناسبررسی مصرف اسیداستیک، تولید هیدروژن و رشد  -
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 های فصل. خالصه7-1
  :باشندهای بعدی رساله شامل مباحث و نتایج ذیل مییق، فصلشده در این تحق مطابق اهداف ذکر
زیست های همبر تولید هیدروژن در کشت هاباکتری زیستیبندی جامعی از اثرات همدر فصل دوم به جمع
 پردازیم. باکتری می-کالمیدوموناس
 زیستی و تولید هیدروژنهای همآزمایش 1کردنهای به کاربرده شده برای برپا روش مواد و در فصل سوم رساله،
روش به  ،شوند. به عالوهمیهای مختلف توضیح داده گیری و آنالیز کشتهمراه امکانات مورد نیاز برای اندازه به
بیان  پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همی متابولیک کشتسازی شبکهکاربرده شده برای مدل
 شود.می
های مختلف بر رشد و تولید هیدروژن در زیستی باکتریج حاصل از بررسی اثر همارم، نتایدر فصل چه
ی اثر شدت شوند. همچنین نتایج به دست آمده از مطالعهئه میباکتری ارا-کالمیدوموناسزیست های همکشت
و تولید هیدروژن در ی جلبک و باکتری بر رشد نورهای مختلف، منابع کربنی و نیتروژنی مختلف و غلظت اولیه
ی متابولیک سازی شبکهدر پایان نتایج به دست آمده از مدل شوند.زیست بیان و تحلیل میهای همکشت
 شوند.ارائه و با نتایج تجربی مقایسه می پوتیدا سودوموناس-وناسکالمیدوم
ی کار و پیشبرد در فصل پنجم، نتایج کلی حاصل شده از این تحقیق و نیز پیشنهادات جدید جهت ادامه




1 Set up 
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 باکتری-کالمیدوموناسکنسرسیوم . 1-2
آبی از انرژی -های سبزهای سبز و جلبکدارند. جلبکهای مختلفی توانایی تولید هیدروژن را میکروارگانیسم
های کتریکنند. به طور مشابه، بعضی از بارشید استفاده کرده و هیدروژن تولید میی مرئی نور خوناحیه
ی فروسرخ نور خورشید را جذب کرده و با مصرف اسیدهای آلی انرژی نزدیک ناحیههوازی ی بیکنندهفتوسنتز
و ی مصرف کرده شرایط تخمیر درها منابع کربنی آلی را کند. گروهی دیگر از باکتریکوچک هیدروژن تولید می
یدروژن در هر کنند. با این که تالش زیادی شده است تا تولید ههیدروژن را به عنوان محصول نهایی تولید می
های زیستی برای افزایش تولید هیدروژن توجه ناچیزی ها بهبود یابد، به ادغام این سیستمیک از این ارگانیسم
زی مختلفی انرژی نور خورشید دریافت شده را به هیدروژن و های فتوسنتشده است. از نظر تئوری، ارگانیسم
توانند به ترکیبات کنند. این ترکیبات فتوسنتزی میدیل میترکیبات فتوسنتزی آلی مانند نشاسته و لیپیدها تب
ند. وها مناسب هستند، تبدیل شآلی کوچکتر مانند گلوکز و پیروات که برای تولید تخمیری هیدروژن در باکتری
ها شوند که از میان آنها، محصوالت نهایی دیگری نیز تولید میتخمیری تولید هیدروژن در باکتری فرایند در
های برای رشد هترتروفی جلبک کالمیدوموناس و تقویت تولید هیدروژن در این جلبک و باکتری یداستیکاس
 .[66] مناسب است هوازیی بیکنندهفتوسنتز
های مربوط به رویکردی امیدبخش برای رفع بسیاری از محدودیتها ها و باکتریبه عالوه، ارتباط بین جلبک
هیدروژن حضور  نوریزیستیی تولید های محدود کنندهترین جنبههیدروژن است. یکی از مهم نوریزیستیتولید 
تنفس باکتریایی منجر به حذف  ها،تریبا باک یزیستها است که در همهای جلبکاکسیژن فتوسنتزی در کشت
های هوازی را ها اکسیژن مورد نیاز باکتریزیست، جلبکهای همشود. بنابراین در کشتها میاز کشت اکسیژن
اکسیژنی را ها نیز اکسیژن را مصرف کرده و شرایط کمدهند و باکتریها قرار میتولید کرده و در اختیار باکتری
 1رشد، انواع مختلفی از ارتباطات، از ارتباط انگلیساس نیازهای ها براها و باکتریطبیعت جلبککنند. در فراهم می
ها نشان داده شده است، این ارگانیسم 1-2کنند. همانطور که در شکل ید متقابل، را ایجاد میفگرفته تا ارتباط م
 
1 Parasitism 
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بنابراین انتخاب همراه مناسب باکتریایی  .[67] کننددر سه سطح انتقال ژن، سیگنال و مواد مغذی تعامل می
باکتری چالش اصلی این گونه -کالمیدوموناسزیست های همبرای تولید کارآمد و پایدار هیدروژن در کشت
 تحقیقات است. 
زیست های همی تولید هیدروژن در کشتزمینه ای از نتایج مطالعات انجام شده دردر ادامه خالصه
تامین  ،های متفاوتی مانند کاهش سطح اکسیژن برای فعالیت هیدروژنازهراساس جنبباکتری ب-کالمیدوموناس
های نور ی وسیعتری از طول موجو جذب دامنه کالمیدوموناسذخیره شده در  1یالکترون از منابع نشاسته
 شود.خورشید ارائه می
 
 
ها و ها، سیگنالها در سه سطح انتقال ژنیها و باکتربکارتباط بین جل ها.و باکتری کالمیدوموناسارتباطی  مسیرهای. 1-2شکل 
ها را مورد نیاز باکتری [70, 69] [,63–58]و اکسیژن  [68] میکاسیدفرتواند کالمیدوموناس می. [67]ها شناخته شده است متابولیت
ترشح  B12و ویتامین  [71, 61]ی تثبیت گاز نیتروژن ، ترکیبات نیتروژنی تولید شده به وسیلهاسیداستیکتامین کرده و در مقابل از 
های استفاده کند. تمام این ارتباطات اثر مثبتی به طور مستقیم و غیر مستقیم بر تولید هیدروژن در کشت [64]ها شده توسط باکتری
 باکتری دارند.-زیست کالمیدوموناسهم
 
 باکتری-کالمیدوموناسکاهش سطح اکسیژن در کنسرسیوم . 1-1-2
. [33]ی قوی برای بیان ژن و فعالیت هیدروژنازها است اوسنتز، بازدارندهاکسیژن، محصول اجتناب ناپذیر فت
ها ها، ظرفیت باالی باکتریها و باکتریزیستی جلبکر همهای آشکادر خصوص تولید هیدروژن یکی از مزیت
 
1 Starch 
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بین سطح اکسیژن و تولید ای از ارتباط ، تصویر سازه2-2برای مصرف اکسیژن در محیط کشت است. شکل 
 برها دهد. افزایش نرخ مصرف اکسیژن توسط باکتریی هیدروژن نشان میهای تولید کنندههیدروژن را در کشت
( ahypoxi(2O)) ]58, 59[( ،2ها )ترین سطح اکسیژن قابل دستیابی در کشتینی( کاهش پا1با )تولید هیدروژن 
ها در ( افزایش مدت زمانی که کشتlagt) ]69[( ،3اکسیژنی )ایط کمکاهش زمان مورد نیاز برای رسیدن به شر
 (ptزمان تولید هیدروژن است )ی مدت ( که به طور مستقیم کنترل کنندهahypoxitاکسیژنی هستند )شرایط کم
ها برای قرار گرفتن در شدت نورهای باالتر بدون اینکه دن سطح تحمل کشتر( باال ب4و ) ]63 ,62 ,61 ,60[
 . ]62[ دار شود، موثر استاکسیژنی خدشهشرایط کم
 
 ی هیدروژن.های تولید کنندهشماتیک روند تغییرات سطح اکسیژن و تولید تجمعی هیدروژن در کشت .2-2شکل 
ی اکسیژنها به شرایط کمکشد تا کشتطول می lagtنشان داده شده است. مدت زمان  in)2(Oها با ی اکسیژن در کشتسطح اولیه
)hypoxia)2((O  رسیده و تولید هیدروژن آغاز شود. با توجه به پارامترهایی مانند در دسترس بودن منابع الکترونی مورد نیاز و اثر فشار
، ادامه یابد. با hypoxia(t(اکسیژنی قرار دارند ها در شرایط کمممکن است در تمام مدتی که کشت p(t(جزئی هیدروژن، تولید هیدروژن 
 . ]63 ,62 ,61 ,60 ,59 ,58[ شودها متوقف میید هیدروژن در کشتسطح اکسیژن، تول افزایش
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 باکتری-کالمیدوموناسزیست های هماثر تنفس باکتریایی بر سطح اکسیژن در کشت .1-1-1-2
را بر سطح اکسیژن و تولید  کالمیدوموناسهای هوازی و اختیاری با زیستی باکتریمطالعات متعددی اثر هم
.  (1-2)جدول  اند( بررسی کردهTAP-S( و عاری از سولفور )TAPاز سولفور )های غنی یدروژن در محیط کشته
 1در هر دو فاز مایع تحت عنوان اکسیژن محلول و فاز گاز تحت عنوان سطح اکسیژن در فضای باالسری اکسیژن
 گیری شود. تواند اندازهمی
 .تولید هیدروژن هایدر آزمایش کالمیدوموناس ی بازیستهم برایاستفاده شده های هوازی و اختیاری باکتری. 1-2جدول 
 نام باکتری نوع باکتری مرجع
 Pseudomonas fluorescens هوازی [69]
 .Stenotrophomonas sp هوازی [59]
 .Microbacterium sp هوازی [59]
 .Pseudomonas sp هوازی [63 ,59]
 .Rhodococcus sp هوازی [60]
 .Leifsonia sp هوازی [60]
 .Brevundimonas sp هوازی [60]
 Bradyrhizobium japonicum هوازی [61 ,58]
 Azotobacter chroococcum 1.0233 هوازی [62]
 .Herbaspirillum sp هوازی [63]
 .Comamonas sp هوازی [63]
 .Phyllobacterium sp هوازی [63]
 Thuomonas intermedia BCRC هوازی [70]
17547 
 Escherichia coli K-12 اختیاری [60]
 (Escherichia coli MC4100 (ΔhypF اختیاری [60]
 Ralstonia eutropha H16 اختیاری [60]
 اختیاری [60]
-HF441 (SH Ralstonia eutropha
)hypF1F2, Δ-,MBH 
 (Escherichia coli (ΔhypF اختیاری [64]
 Escherichia coli JW5433 اختیاری [65]
(BW25113, ΔhypF:kan) 
 Escherichia coli DH5α اختیاری [63]
 Bacillus subtilis WB800 اختیاری [63]
 
1 Headspace 
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 گاز ی فعالیت هیدروژناز است، سطح اکسیژن در فضایبا وجود اینکه غلظت اکسیژن محلول تعیین کننده
های گاز و مایع، شاخص مناسبی برای تخمین شرایط باالسری نیز به دلیل تعادل بین مقدار اکسیژن در فاز
(، هماهنگی خوبی بین اثر اکسیژن محلول 2014و همکاران ) Lakatosا به منظور تولید هیدروژن است. هکشت
  .[60] اندو سطح اکسیژن در فضای گاز باالسری بر تولید هیدروژن گزارش کرده
باکتری در محیط کشت -کالمیدوموناسزیست های همشتدهند که هیچ اکسیژن محلولی در کنتایج نشان می
TAP ی بیشتر بودن نرخ مصرف این پدیده نتیجه. [60– 58] شودتحت شدت نورهای متوسط تا باال یافت نمی
اکسیژن )مجموع نرخ مصرف اکسیژن توسط جلبک و باکتری( نسبت به تولید اکسیژن در دستگاه فتوسنتز جلبک 
 زیست است. های همدر کشت
های جلبک و باکتری همراه نسبت بسته به سویه %64تا  18بین  زیستهای همنرخ مصرف اکسیژن در کشت
به طور کلی در محیط کشت  .[59, 58] یابدهای کنترلی جلبک افزایش میصرف اکسیژن در کشتبه نرخ م
TAP،  های کنترلی زیست همواره از نرخ مصرف اکسیژن در کشتهای همدر کشت مصرف اکسیژننرخ
 آن، بیشتر است. [59] دیصعوو یا  [70] مستقل از روند نزولی کالمیدوموناس
تولید  موناسکالمیدوها با زیستی باکتری، همTAPهمچنین نشان داده شده است که در محیط کشت 
 .[60] دهد(( افزایش میahypoxi(2Oهیدروژن را به دلیل کاهش سطح اکسیژن در فضای باالسری )
ها نرخ تنفس اکسیژن را در روز اول از سه برابر )در زیستی با باکتریهم ،(TAP-Sسولفور )در شرایط فقر 
کند که با ( بیشتر میPPFD 60( تا هشت برابر )در معرض شدت نور متوسط، PPFD 200معرض شدت نور باال، 
 .[62, 59, 58] کاهش شدید )تقریبا نصف( در روز دوم همراه است
زیست کمتر از سطح اکسیژن های همهمچنین در شرایط فقر سولفور، سطح اکسیژن در فضای باالسری کشت
 24ها در تاریکی به مدت تقرار دادن کشاست. پس از  کالمیدوموناسهای کنترلی در فضای باالسری کشت
-3(% و )5/2-3/5به ترتیب به ) کالمیدوموناسهای کنترلی زمان و کشتهای همساعت، سطح اکسیژن در کشت
ساعت، سطح  4عرض تابش نور به مدت ها در من کشتبه طور مشابه پس از قرار داد .[62, 61]رسد (% می16/7
همچنین  .[60]رسد (% می15-16(% و )4-5های کنترلی جلبک به ترتیب )زمان و کشتهای هماکسیژن در کشت
اکسیژنی جایی قوی باشد که بی تواند تاها میتنفس اکسیژن توسط باکتری TAP-Sر دگزارشی نشان داده است که 
 %20زیست، در حالی که سطح اکسیژن در فضای باالسری های همدر کشت( 0=کامل )غلظت اکسیژن محلول
  .[63]ود است، ایجاد ش
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 باکتری-کالمیدوموناسزیست های همکشت . پارامترهای موثر بر غلظت اکسیژن در2-1-1-2
ی مقادیر ورودی و خروجی اکسیژن به باکتری به وسیله-زیست جلبکهای همغلظت نهایی اکسیژن در کشت
ی اکسیژن در فازهای مایع و گاز و اکسیژن تولید شود. ورودی اکسیژن شامل مقادیر اولیهها کنترل میاین کشت
ی جلبک و است. در حالی که خروجی اکسیژن شامل تنفس اکسیژن به وسیلهشده در دستگاه فتوسنتز جلبک 
مقدار نهایی اکسیژن در  تزی و در نتیجهزیست است. شدت نور به طور مستقیم بر فعالیت فتوسنباکتری هم
 ،دهای جلبک توانایی تولید و مصرف اکسیژن را دارنباکتری موثر است. از آنجا که سلول-زمان جلبکهای همکشت
گذارد. بنابراین در شرایط مشخص، زیست اثر میهای همهای جلبک نیز بر غلظت اکسیژن در کشتتعداد سلول
شوند، وجود ها میتولید هیدروژن در کشتمقدار ک که سبب بیشترین های جلبمقداری بهینه برای تعداد سلول
رهای دیگری نیز وجود دارند که بر شود غیر از اکسیژن فاکتومشاهده می 1-2همانطور که در شکل  .[63]دارد 
های جلبک به باکتری که منجر به ایجاد ی جلبک و باکتری موثر هستند. بنابراین بهترین نسبت بین سلولرابطه
ایجاد شرایطی مناسب برای تولید  ها در کنار یکدیگر وسلول پذیریزیستکنسرسیومی پایدار و سودمند از نظر 
های سرسیومی تولید هیدروژن در کنهای تحقیقات در زمینهزرگترین دغدغهی هیدروژن شود، از ببهینه
های داخلی پارامترهای شدت نور، تعداد سلولتبا توجه به اثرات  .[70, 63, 59, 58] باکتری است-کالمیدوموناس
طالعه و بهینه زمان مشود این پارامترها به صورت همه باکتری، پیشنهاد میهای جلبک بجلبک و نسبت بین سلول
  .[62] شوند
 بازده تبدیل نشاسته به هیدروژنافزایش  .2-1-2
تواند مقادیر زیادی از نشاسته را در تاریکی و روشنایی به ویژه زمانی که تحت استرس ناشی می کالمیدوموناس
ذخایر نشان داده شده است،  3-2در شکل  همانطور که. [72] کند هاز فقر مواد مغذی مورد نیازش باشد، ذخیر
های همراه آن تواند به تولید هیدروژن در این جلبک و یا تولید هیدروژن در باکتریمی میدوموناسکالنشاسته در 
مرتبط باشد. در ادامه مسیرهای ارتباطی توضیح  مختلف باکتری از چهار مسیر-کالمیدوموناسهای در کنسرسیوم
 شوند. داده می
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 باکتری.-کالمیدوموناسهای هیدروژن در کنسرسیوم-متابولیسم نشاسته .3-2شکل 
 
را مصرف کرده  کالمیدوموناسی تودهی موجود در زیستهوازی نشاستههای بیباکتری .2-1-2-1
 کنند.و به همراه اسیدهای آلی کوچک هیدروژن تولید می
ی تودهی موجود در زیستز تخمیر نشاستها کومیریبوت کلستریدیومهوازی مانند های بیبعضی از باکتری
زمان هیدروژن، فرمات، استات، پروپیونات د همتولی .[73] کنندترکیبات آلی و هیدروژن تولید می کالمیدوموناس
گزارش شده  UTEX 90 کالمیدوموناسهوازی از تخمیر بی NCIB 9576 کلستریدیوم بوتیریکومو بوتیرات در 
 . [73] است
را مصرف  کالمیدوموناسی تودهی موجود در زیستهوازی نشاستههای بی. باکتری2-2-1-2
به هیدروژن تبدیل  هوازیی بیکنندههای فتوسنتزکتریکرده و اسیدهای آلی که توسط با
  کنند.شوند را تولید میمی
ذخیره  کالمیدوموناس هایسلول ترین ترکیباتی است که در طول مدت فتوسنتز درنشاسته یکی از مهم
منبع ذخیره هوازی اختیاری از این هوازی یا بیهای بیشود. همانطور که در بخش قبل نیز بیان شد، باکتریمی
مورد نیاز  هایادامه اسیدهای آلی الکترون کنند. دراسیدهای آلی تولید می و کنندتوده استفاده میشده در زیست
(. برای 3-2کنند )شکل های بنفش فتوسنتزی اهدا میهای مربوطه در باکتریبرای تولید هیدروژن را به آنزیم
 کندلیز میهیدرو اسیدالکتیکی جلبک را به تودهی موجود در زیستنشاسته روسوالکتوباسیلوس آمیلومثال، 
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ریلوم یرودواسپ، ATCC 11166 رودوباکترکپسوالتا ،RV دزوباکتر اسفائروئیدروهای . سپس باکتری[75, 74]
 اسیدالکتیک، [A-50l [75 رودوبیوم مارینومو  [ATCC 35675 [74 رودوبیوم مارینومو  ATCC 11170 روبروم
ی تودهی ذخیره شده در زیستنشاسته یسلفالویا ویبریود. در تحقیقی دیگر کننمصرف کرده و هیدروژن تولید می
در شرایط غلظت باالی نمکی  رودوبیوم مارینومو اتانول تبدیل کرده و در ادامه  اسیداستیکرا به  کالمیدوموناس
با مصرف فرمات، استات و بوتیرات  KD 131 رودوباکتر اسفائروئیدزبه طور مشابه  .[76] کنندهیدروژن تولید می
 .[73] کنند، هیدروژن تولید میNCIB 9576 ومیکیوم بوتیرکلستریدهوازی نشاسته در حاصل شده از تخمیر بی
 نشان داده شده است.  2-2جدول  ردبازده تولید هیدروژن در بعضی از این تحقیقات 

















V. fluvialis T-522 
C. reinhardtii 
(IAM C-238) 






 .[75] است starchmol /2mol H 12 بیشینه بازده تئوری
 
های مورد ی الکترونذخایر نشاسته را به اسیدهای آلی که تامین کننده کالمیدوموناس. 3- 2-1-2
 شکند.هستند، می هوازیی بیکنندههای فتوسنتزنیاز برای تولید هیدروژن در باکتری
این جلبک در شرایط . [77]ی سریع ذخایر نشاسته به محصوالت تخمیری است تبدیل کننده کالمیدوموناس
-Embdenتواند ذخایر داخلی نشاسته را به ترکیبات آلی و هیدروژن از طریق مسیر متابولیکی هوازی میبی
Meyerhof های اسوبستر کالمیدوموناسها تاریکی تولید هیدروژن که در آن/ل روشنایی. دو مد[78]ند زیه کجت
را از  هوازیبیی کنندههای فتوسنتزی هیدروژن در باکتریهای تولید کنندهآلی برای اهدای الکترون به آنزیم
ی وشنایدر ر C-238 کالمیدوموناس. در مدل اول گزارش شده است (3-2کند )شکل ی نشاسته تولید میتجزیه
کنند. در این ، هر دو در تاریکی هیدروژن تولید میNCIB 8255 رودواسپیریلوم روبرومرشد کرده و جلبک و 
اکسیدکربن، استات، اتانول، فرمات و عالوه بر هیدروژن، دی کالمیدوموناسهوازی، تحقیق در شرایط تاریک و بی
مات الکترون دریافت کرده و از طریق مسیر متابولیکی فر از رودواسپیریلومکند. در همین زمان، گلیسرول تولید می
Formate Hydrogen-lyaseکالمیدوموناسگر، تحقیق دی در در حالی که .[68] کند، هیدروژن تولید می 
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MGA161  رودوسودوموناسدر تاریکی و W-1S رودوسودوموناسکنند. در روشنایی هیدروژن تولید می 
، وموناسکالمیدتخمیر در  فرایندو اتانول به دست آمده در  اسیداستیکهای الزم برای تولید هیدروژن را از الکترون
 دهد.قیقات نشان می، بازده تولید هیدروژن را در این تح3-2جدول  .[79]کنند دریافت می
 باکتری فتوسنتزی-کالمیدوموناسهای تولید هیدروژن در کنسرسیوم .3-2جدول 
 
از مسیر  کالمیدوموناسهای مورد نیاز تولید هیدروژن در . ذخایر نشاسته الکترون2-1-2-4
 کند.را تامین می PSIIمتابولیکی مستقل از 
ی ، به وسیلهPSIIاز مسیر متابولیکی مستقل از  های مورد نیاز تولید هیدروژنالکترون کالمیدوموناسدر 
NAD(P)H منبع اصلی تامین الکترون برای این  ،. تجزیه گلیکولیتیکی نشاسته[28[, ]26– 24] شوندتامین می
ای از ، سویه[62] توباکترکروکوکومواز، [61] برادی ریزوبیوم جاپونیکومزیستی با هم .[80] مسیر متابولیکی است
 کالمیدوموناسسبب افزایش تجمع نشاسته در  [BCRC 17547 [70 یامدتوموناس اینترو  [63] سودوموناس
ها زیست سبب افزایش تولید هیدروژن در این کشتهای همنشاسته در کشت افزایش تولیدشود. در نتیجه می
 (.4-2شود )جدول های کنترلی جلبک مینسبت به کشت
ی جذب نور خورشید برای تولید هیدروژن در کنسرسیوم دهی محدوتوسعه .2-1-3
 باکتری-وناسیدومکالم
ی تبدیل طیف نوری به هیدروژن باکتری، امکان افزایش دامنه-یکی از مزایای استفاده از کنسرسیوم جلبک
ی طول محدودهتوانند آبی می-های سبزهای سبز و جلبکاست. همانطور که در فصل اول بیان شد، جلبک
های باکتریکه، وژن تولید کنند. درحالی( را جذب کرده و هیدرnm 400-700های مرئی نور خورشید )موج
( را جذب کرده و هیدروژن تولید nm 700-950ی نزدیک امواج فروسرخ )هوازی محدودهی بیفتوسنتزکننده
ی وسیعتری از تابش خورشید را بدون محدودهتواند باکتری( می-کنند. بنابراین یک سیستم تلفیقی )جلبکمی
( Melnicki (2006و  Melisانه برای هر ارگانیسم، مصرف کند. بر اساس این ایده نیاز به فتوبیوراکتورهای جداگ
 جلبک باکتری (mol starch/2mol H)  بازده تولید هیدروژن مرجع
  جلبک باکتری-کنسرسیوم جلبک 
   تاریکی روشنایی پیوسته روشنایی/تاریکی 




[79] 8 5/10 2 Rhodopseudomonas 
sp. strain W-1S 
Marine Chlamydomonas 
sp. strain MGA161 
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توان فرایندی کارآمد و با هوازی میی بیهای فتوسنتزکنندههای سبز و باکتریمعتقدند که از تلفیق جلبک
ای از خالصه 4-2. در جدول [66]توانایی تولید پایدار هیدروژن را داشته باشد طراحی کرد  ی اقتصادی کهصرفه
 است.  باکتری گردآوری شده-کالمیدوموناسهای نتایج به دست آمده از بررسی تولید هیدروژن در کنسرسیوم
های غالب از باکتری سودوموناسو  ریزوبیومبا توجه به اطالعات به دست آمده از مرور مقاالت و مراجع علمی 
( نشان 2014و همکاران ) Lakatosهمچنین در تحقیقات  .]91 ,64[ هستند کالمیدوموناس 1در فضای فیکوسفر
( تولید هیدروژن را TAPدر محیط کشت غنی از مواد مغذی ) کالمیدوموناسبا  کالیایزیستی داده شد که هم
از سوی  .تولید هیدروژن به مقدار قابل توجهی در شرایط فقر مواد مغذی گزارش شده است .]60[بخشد بهبود می
کند را پس از مدتی دچار مشکل می کالمیدوموناسپذیری که فقر مواد مغذی، زیست نشان داده شده استر دیگ
که توانایی مصرف اکسیژن  کالیایو  سودوموناس، ریزوبیوم هایسویه زیستیاثر همدر این تحقیق بنابراین . ]48[
ی مطالعه و بررسی شده غنی از مواد مغذ هایدر محیط کشت کالمیدوموناسرا دارند بر رشد و تولید هیدروژن 
نین مواد مغذی موجود در محیط کشت دارد. همچ کالمیدوموناسشدت نور اثر مستقیم بر رشد و فعالیت  است.
ی رشد و فعالیت جلبک و باکتری هستند. بنابراین شدت نور و منبع کربن موجود در محیط کشت تعیین کننده
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111 
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 [69] ساعت 70 ساعت 51 7/2 77/1
lba transgenic 
C. reinhardtii 




60 TAP-S 02/20 
(ml culture 40/µmol ) 
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 [59] روز 6 روز 4 شدهناشاره  9/2
C. reinhardtii 
cc849 
Pseudomonas sp. 60 TAP-S 
11/15 
 (ml culture 40/µmol ) 





50 TAP-S 81/66 ± 5/193 
(µl/L culture) 
 [60] روز 3 روز 2 شدهناشاره  ~ 63/13
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50 TAP-S 47/3943 ± 1/25028 
(µl/L culture) 






























30 TAP-S 99 
 (𝜇mol/mg chl) 





200 TAP-S 20 
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30 TAP-S 19 
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100 TAP-S 19 
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200 TAP-S 28 
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 [70] روز 17 روز 9 شدهناشاره  8/2
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ساعت روشنایی  14
ساعت  10(/ 200)
 تاریکی
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- 50 TAP-S  64] ساعت 76 - شدهناشاره  شدهناشاره  شدهناشاره] 
  مقدار واقعی 
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 . مواد بیولوژیکی 1-3
 هاو باکتری ریزجلبکهای . سویه1-1-3
فاده شده است. نام و مشخصات ی متفاوت باکتری استی جلبک و از چندین سویهدر این تحقیق از یک سویه
 هستند. 1های معرفی شده در این جدول خالصتمام سویهاند. ه شدهارئ 1-3های به کار برده شده در جدول سویه
 های استفاده شده در این تحقیقارگانیسم. 1-3جدول 
 منبع نام به کاربرده شده در متن سویه گونه میکروارگانیسم
 Chlamydomonas ریزجلبک
reinhardtii 
 [81] کالمیدوموناس 704
 اهدا شده توسط دکتر انخل جاماز 12264موناس پوتیدا دوسو Pseudomonas putida 12264 باکتری
 اهدا شده توسط دکتر انخل جاماز 291 سودوموناس پوتیدا Pseudomonas putida 291 باکتری
 سودوموناس اشتوتسری Pseudomonas stutzeri A1501 باکتری
دانشکده علوم، گروه بیوتکنولوژی 
 دانشگاه تهران
 2DSMZبانک میکروارگانیسم  ریزوبیوم اتلی Rhizobium etli CFN42 باکتری
 DSMZبانک میکروارگانیسم  K12کالی ای Escherichia coli MG1655 – K12 باکتری








 این تحقیق استنوتروفوموناس -
 این تحقیق باسیلوس - .Bacillus sp باکتری
 این تحقیق میکروباکتریوم - .Microbacterium sp باکتری
 
1 Axenic 
2 German Collection of Microorganisms and Cell Cultures – Leibniz Institute 
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 هاارگانیسممیکرو. معرفی 2-1-3
  کالمیدوموناس رینهاردتی. 1-2-1-3
تحقیقات به عنوان ارگانیسم مدل سلولی است که در بسیاری از ، ریزجلبک تککالمیدوموناس رینهاردتی
ی سلولی است ( که فاقد دیوارهNia1:Ars mt +cw15 arg7+) 704ی شود. در این تحقیق از سویهاستفاده می
اکسیدکربن و رشد هتروترفی . این جلبک توانایی رشد اتوتروفی در روشنایی با تثبیت دی]81[شده است استفاده 
 .تنها با مصرف اسیداستیک را دارد
 سودوموناس پوتیدا. 2-2-1-3
کند. در این تحقیق ای شکل و گرم منفی است که در آب و خاک زندگی میباکتری میله سودوموناس پوتیدا
 های هوازی هستند.ها از گروه باکتریاستفاده شده است. این باکتری 291و  12264ی از دو سویه
 سودوموناس اشتوتسری. 3-2-1-3
کند. در این تحقیق از ای شکل و گرم منفی است که در خاک زندگی میباکتری میله اشتوتسریسودوموناس 
اختیاری است که توانایی رشد در هر دو  هایاز گروه باکتری استفاده شده است. این باکتری A1501ی سویه
 هوازی را دارند.و بی شرایط هوازی
 ریزوبیوم اتلی. 4-2-1-3
کند. این باکتری توانایی تثبیت ای شکل و گرم منفی است که در خاک زندگی میمیله باکتری ریزوبیوم اتلی
های هوازی ریاز گروه باکت باکتری استفاده شده است. این CFN42ی نیتروژن را دارد. در این تحقیق از سویه
 است.
 اشرشیا کالی. 5-2-1-3
گرم زندگی های خونی ارگانیسما در رودهای شکل و گرم منفی است که عمومباکتری میله اشرشیا کالی
که   hypF∆)MC4100) ییافتهی جهش و سویه K12-MG1655 وحشیی کند. در این تحقیق از دو سویهمی
های اختیاری هستند که توانایی رشد ها از گروه باکتریه شده است. این باکتریروژناز است، استفادفاقد آنزیم هید
 هوازی را دارند.در هر دو شرایط هوازی و بی
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 متیلوباکتریوم اوریزا. 6-2-1-3
زیستی مکند. های شکل و گرم منفی است که همراه با گیاه برنج زندگی میباکتری میله متیلوباکتریوم اوریزا
 استفاده شده است. این باکتری CBMB20 یکند. در این تحقیق از سویهبا این باکتری رشد گیاهان را تقویت می
 کنند.تولید لخته میها به هم چسبیده و های مایع این باکتریهای هوازی است. در کشتاز گروه باکتری
 استنوتروفوموناس. 7-2-1-3
کند. این م منفی است که در خاک یا همراه با گیاهان زندگی میای شکل و گرباکتری میله استنوتروفوموناس
های هوازی از گروه باکتری در این تحقیق جدا شده است. این باکتری ریزوبیوم لگومینوسارومباکتری از کشت 
 کنند.ها به هم چسبیده و تولید لخته میمایع این باکتری هایاست. در کشت
 باسیلوس .8-2-1-3
کند. ی اسپور است که در خاک یا غذا زندگی میای شکل، گرم مثبت و تولید کنندهباکتری میله باسیلوس
های از گروه باکتری در این تحقیق جدا شده است. این باکتری ریزوبیوم لگومینوساروماین باکتری از کشت 
 ند. هوازی را داراختیاری است که توانایی رشد در هر دو شرایط هوازی و بی
 میکروباکتریوم .9-2-1-3
کند. این باکتری از کشت ای شکل و گرم مثبت است که همراه با چمن زندگی میباکتری میله میکروباکتریوم
 های هوازی است.از گروه باکتری در این تحقیق جدا شده است. این باکتری ریزوبیوم لگومینوساروم
 های میکروبیولوژی. تکنیک2-3
 شرایط کشتها و ت. محیط کش1-2-3
 ها:ی محیط کشتبرای تهیه 1های استوک. محلول3-2-1-1
های ( با استفاده از محلولHarris (2001های بیان شده توسط های مختلف براساس دستورالعملمحیط کشت
 .[83]اند استوک زیر تهیه شده
 های استوک به شرح زیر هستند:ولمواد موجود در یک لیتر محل
 
 
1 Stock solutions 
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- Tris solution: 242 g Tris, tris(hydroxymethyl)aminomethane, ((HOCH2)3CNH2) 
- A solution: 5 g CaCl2 ∙ 2H2O,  10g MgSO4 ∙ 7H2O,  40 g NH4Cl 
- A – N solution: The same as A solution, but without NH4Cl 
- B solution: 115 g K2HPO4,  46 g KH2PO4 
- Trace Elements solution: 50 g EDTA (acid-free),  11/4 g H3BO3,  22 g ZnSO4 ∙ 7H2O, 
 5/1 g MnCl2 ∙ 4H2O,  5 g FeSO4 ∙7H2O,  1/6 g CoCl2 ∙ 6H2O, 1/6 g CuSO4 ∙ 5H2O,  0/214 
g MoO4Na2 ∙ 2H2O 
 Trace elementی محلول تهیه پروتکل •
ها به ترتیب شود. به طور مجزا، نمکحل می KOHاز  g 21( با O2dHآب مقطر ) ml 250در  EDTAتدا با
باال  C ͦ 80-90شوند. سپس دو محلول را به هم آمیخته، دمای آن را تا آب مقطر حل می ml 200ذکر شده در 
 ml500مقطر حجم محلول را به  رسانیم. سپس با استفاده از آبمی 8/6به  KOHرا با استفاده از  pHبرده و 
 کنیم. گهداری میمنتقل کرده و به مدت حداقل دو روز در محیط تاریک ن 1ی کهرباییرسانده، به شیشه
 کالمیدوموناسهای . محیط کشت2-1-2-3
 (Tris – Acetate – Phosphate (TAP. محیط کشت 1-2-1-2-3
 زیر در یک لیتر است: ( استاندارد دارای آمونیوم شامل موادTAPمحیط کشت )
- Tris solution:  10 ml 
- A solution: 10  ml 
- B solution: 1  ml 
- Trace Elements solution: 1 ml 
- Acetic acid (glacial): 95/0  ml 
استفاده  3در شرایط میکسوتروفی کالمیدوموناس 2کشتپیشاین محیط کشت در اتوکالو استریل شده و برای 
 کند. ر را ایفا میمحیط کشت نقش باف محلول تریس در اینشود. می
شود. با این تفاوت که تهیه می TAPمشابه محیط کشت ( TAP–Nعاری از نیتروژن ) TAPمحیط کشت 
 شود.  استفاده می A–N، از محلول Aی آن به جای محلول در تهیه
 
1 Amber glass 
2 Pre-Cultures 
3 Mixotrophic Conditions 
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  MM) Minimal medium). محیط کشت کمینه 2-2-1-2-3
 ر یک لیتر است:ای آمونیوم، شامل موارد زیر دمحیط کشت کمینه استاندارد دار
- A solution: 10  ml 
- B solution: 10  ml 
- Trace Elements solution: 1 ml 
در این محیط کشت  Bمحلول شود. ها استفاده میاین محیط کشت در اتوکالو استریل شده و در آزمایش
 کند.نقش بافر را ایفا می
شود. با این تفاوت که مشابه محیط کشت کمینه تهیه می (MM-Nکمینه عاری از نیتروژن )محیط کشت 
 شود. استفاده می A–Nاز محلول ، Aحلول به جای م
 2ی مخمریا عصاره 1های فیلتر شده )استریل شده( از آمینواسیدها، تریپتونهای مورد نظر، محلولدر آزمایش
 شوند. به عنوان منبع نیتروژن به آن اضافه می
 هاهای باکتریشتیط ک. مح3-1-2-3
 LB. محیط کشت 1-3-1-2-3
استفاده شده است. مواد  کالیای و سودوموناسهای برای رشد سویه (LB (Lysogeny Brothمحیط کشت 
 موجود در یک لیتر از این محیط کشت به شرح زیر است:
- Bacto tryptone: 10 g 
- Yeast Extract: 5 g 
- NaCl: 10 g 
 شود. آگار استفاده می w/v )%2برای کشت جامد، )
 (MeM) متیلوباکتریوم. محیط کشت 2-3-1-2-3
استفاده شده است. مواد موجود در یک لیتر از این محیط کشت  متیلوباکتریومبرای رشد  MeMمحیط کشت 
 به شرح زیر است: 
 
1 Tryptone 
2 Yeast Extract 
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- A–N solution:  10 ml 
- B solution: 10 ml 
- Trace Elements solution: 1  ml 
- KNO3: 1 g 
 %5/0کنیم تا دمای آن به دمای اتاق برسد. سپس به آن کردن این محلول در اتوکالو صبر می استریلپس از 
در  متیلوباکتریومهای تر سلولشود. همچنین برای رشد سریع( اضافه می≥ %9/99خلوص  )بامتانول استریل 
آگار استفاده  w/v )6/1%امد، )کشت ج شود. براییا تریپتون به محیط کشت افزوده می 1پپتون g 5/2 کشت،پیش
 شده است. 
 YEM. محیط کشت 3-3-1-2-3
ی باکتریایی شامل و جامعه ریزوبیوم اتلیبرای رشد ( YEM (Yeast Extract Mannitolمحیط کشت 
استفاده شده است. مواد موجود در یک لیتر از این محیط  میکروباکتریومو  باسیلوس، استنوتروفوموناسهای سویه
 ه شرح زیر است:کشت ب
- K2HPO4: 0/4006 g 
- KH2PO4: 0/099 g 
- MgSO4 ∙ 7H2O: 0/1996 g 
- NaCl: 0992/0  g 
- CaCl2 ∙ 2H2O: 0/0528 g 
- Yeast Extract: 8/0  g 
- D-Mannitol: 019/10  g 
 شود. آگار استفاده می w/v )6/%1برای کشت جامد )
 TYM. محیط کشت 4-3-1-2-3
است برای رشد  TAPی محیط کشت که بر پایه( TYM (TAP Yeast Extract Mannitolمحیط کشت 
استفاده شده است. مواد موجود در یک لیتر از این محیط  میکروباکتریومو  باسیلوس، استنوتروفوموناسهای سویه
 کشت به شرح زیر است: 
 
1 Peptone 
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- Tris solution: 10  ml 
- A solution: 10  ml 
- B solution: 1  ml 
- Trace Elements solution: 1  ml 
- Acetic acid (glacial): 95/0  ml 
- Yeast Extract: 8/0  g 
- D-Mannitol: 019/10  g 
 شود. آگار استفاده می w/v )6/%1برای کشت جامد )
 زیستهای همهای کشت. محیط کشت4-1-2-3
به مدت سه روز در محیط  کالمیدوموناسباکتری، -زیست جلبکهای همهای کشتپیش از شروع آزمایش
شود کشت داده می C ͦ 24و در دمای  rpm 130، اختالط PPFD 90  – 70نور شدت تحت  TAPکشت 
ͦ  Cدر دمای  rpm 130های باکتری در محیط کشت مناسب خود با دور اختالط (. هر یک از سویهکشتپیش)
، استنوتروفوموناسو  LBدر محیط کشت  کالیایو  سودوموناسهای . سویه(کشتپیش) شوندکشت داده می 28
کنند. روز رشد می ی تلقیح، پس از یکبا کنترل مقدار اولیه TYMدر محیط کشت  میکروباکتریومو  باسیلوس
پس از سه روز رشد  MeMدر محیط کشت  متیلوباکتریومدو روز و پس از  YEMدر محیط کشت  ریزوبیوم اتلی
ها بسته به محیط ی جلبک و باکتریهاها در فاز لگاریتمی رشد قرار گرفتند سلولکنند. پس از آن که سلولمی
بین یک تا سه بار با محیط کشت جدید شسته شده و در  ،زیستکشت همهای کشت مورد استفاده در آزمایش
های های کشتهای زیر برای آزمایشد. محیط کشتشونزمایش، مجدد پخش میآهمان محیط کشت برای شروع 
 زیست استفاده شده است:هم
- TAP 
- TM: TAP + ( 10یا  5 ) g/l D-Mannitol 
- TY: TAP + ( 8/0یا  4/0 ) g/l Yeast Extract 
- TYM: TAP + ( 10یا  5 ) g/l D-Mannitol + ( 8/0یا  4/0 ) g/l Yeast Extract 
- TTM: TAP + 5 g/l D-Mannitol + ( 5/2یا  025/0 ) g/l Tryptone 
در باالی نام محیط  Lو  Hبا اندیس  های باال و پایین مواد به ترتیبهای دارای غلظتاز این پس، محیط کشت
 شود.ها مشخص میکشت
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 های رشد. آزمایش3-2-3
 . رشد در محیط کشت مایع1-3-2-3
 . رشد هوازی1-1-3-2-3
زیست در محیط های همهای انفرادی خالص و کشتدر کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای رشد سلول
، که شدت نور PPFD 90( در معرض شدت نور g/l 5  +TAPنیتول + ما g/l 4/0ی مخمر )عصاره LTYMکشت 
آزمایش به شرح زیر بررسی شده است. مراحل انجام  C ͦ 25است و در دمای  کالمیدوموناسمناسبی برای رشد 
 است:
 :کشتپیشسازی آماده •
دو روز و در کشت مایع به مدت پیشابتدا در کشت جامد به مدت دو روز سپس در  کالمیدوموناسهای سلول
ها به اواسط فاز ی پایانی، سلولشوند. در روز سوم مرحلهت در کشت مایع به مدت سه روز کشت داده مینهای
 رسند. لگاریتمی رشد می
در محیط کشت مایع  -C ͦ 80نگهداری شده در دمای  1به طور مستقیم از آلیکوت میکروباکتریومهای سلول
HTYM شوند. داده میریتمی )پس از یک روز( کشت تا رسیدن به اواسط فاز لگا 
 ها:شست و شوی سلول •
ته نشین  2به صورت پلتبه مدت دو دقیقه(  g  × 000/3ی سانتریفیوژ )به وسیله کالمیدوموناسهای سلول
با استفاده از سانتریفیوژ  میکروباکتریومهای شوند. سلولپخش می LTYMشده و مجدد در محیط کشت جدید 
(g  × 000/6  به مدت پنج دقیقه( در محیط کشتLTYM  یک بار شستشو داده شده و در نهایت در محیط کشت
LTYM شوند. پخش می 
 ها:تلقیح سلول •
ml 05 های شسته شده و پخش شده در محیط کشت جدید سلولLTYM                        به ارلن مایرهای به حجم
ml 100 اولیه،  نوریی با دو دانسیته میکروباکتریومدر کنار  یدوموناسمکال(. رشد 1-3شوند )شکل منتقل می
شوند که غلظت نهایی کلروفیل مخلوط میای زیست جلبک و باکتری به گونههای هممطالعه شده است. در کشت




 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن ولیدت متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
  هاروش و مواد وم:سفصل 
44 
استریل است. تمام مراحل برپا کردن آزمایش در فضای ها، درب ارلن مایرها با آلومینیوم فویل پوشانده شده کشت
 است. هود بیولوژیک انجام شده 
های کنترلی در به عنوان کشت میکروباکتریومهای و یا سلول کالمیدوموناسهای های تنها دارای سلولکشت
سی رشد شرایط حداقل سه تکرار بیولوژیکی در نظر گرفته شده است. برای برراند. برای هر یک از نظر گرفته شده
به مدت  کالمیدوموناسهای حاوی ها در تمام کشتغلظت کلروفیل و شمارش سلول گیریاندازه، کالمیدوموناس
ها عکس گرفته شده است. برای روز یک بار از تغییر رنگ کشت 20روز انجام شده است. هم چنین هر  70
 یگیراندازهروز  32به مدت  نوریی های خالص کنترلی دانسیتهدر کشت میکروباکتریومی روند رشد شاهدهم
 های تشکیل شدهکلونی واحد با استفاده از تکنیک میکروباکتریومهای شده است. هم چنین شمارش سلول
(Colony Forming Unit) CFU ام 45آزمایش و روز زیست در شروع های همهای کنترلی و کشتدر کشت
 آزمایش انجام شده است.
 
 
 میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همو کشت )ارلن سمت چپ( کالمیدوموناسهای کنترلی نمایی از کشت. 1-3شکل 
 .LTYMدر محیط کشت  های وسط و سمت راست()ارلن
 
 . رشد در شرایط تولید هیدروژن2-1-3-2-3
های مختلف مطالعه شده در این تحقیق در شرایط تولید هیدروژن  و باکتری ناسکالمیدودر اغلب موارد رشد 
به صورت خالص و  کالمیدوموناسهای تولید هیدروژن(. رشد )مراجعه شود به بخش آزمایش بررسی شده است
، ریزوبیوم اتلی، کالیایهای ، سویهسودوموناسهای ها از جمله سویهزیستی با انواع باکتریدر هم
های مختلفی بسته به هدف آزمایش در محیط کشت متیلوباکتریومو  میکروباکتریوم، باسیلوس، وتروفوموناستنسا
ها حداقل سه تکرار بیولوژیک در نظر بررسی شده است. برای تمام آزمایش TTMو  TAP ،TM ،TY ،TYMمانند 
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 کالمیدوموناسهای د رشد سلولبرای بررسی رون نوریی گرفته شده است. غلظت کلروفیل و گاهی دانسیته
 ها بررسی شده است. ی روند رشد آنها برای مشاهدهباکتری نوریی اند. همچنین دانسیتهشده گیریاندازه
 . رشد در محیط کشت جامد2-3-2-3
استفاده  1ایهای قطرهمنابع کربنی و نیتروژنی مختلف از آزمایش در حضور میکروباکتریومبرای بررسی رشد 
های دارای منابع کربن و نیتروژن مختلف و رشد در محیط ها به دو گروه رشد در محیط کشتاست. آزمایش شده
 Merckهای شوند. تمام مواد شیمیایی استفاده شده از شرکتهای دارای آمینواسیدهای مختلف تقسیم میکشت
 اند. تهیه شده Sigma Aldrichو 
 وژن مختلف. رشد بر منابع کربن و نیتر1-2-3-2-3
توضیح داده شد تا رسیدن  1-1-3-2-3همانطور که در بخش  HTYMدر  میکروباکتریومهای سلول کشتپیش
دو بار شسته شده و  MN-Nهای باکتری در محیط کشت به اواسط فاز لگاریتمی آماده شده است. سپس سلول
های شوند. سپس قطرهپراکنده می nm 600در طول موج  1/0 نوریی در نهایت در همین محیط کشت با دانسیته
اند. دوبار تکرار بیولوژیک برای این آزمایش در نظر های مختلف گذاشته شدهح محیط کشتبر سط ml 6به حجم 
های زیر برای رشد اند. محیط کشتدر نظر گرفته شده MMی ها بر پایهگرفته شده است. عموم محیط کشت
 اند:مطالعه شده میکروباکتریوم
-  LB 
- TAP 
- MM + 5  g/l Glucose 
- MM + 5  g/l D-Mannitol  
- MM + 5  g/l Potassium Acetate 
- MM + 5/0 % (w/v) Bovine Serum Albumin (BSA) 
- MM + 5/0 % (w/v) BSA + 5  g/l Glucose 
- MM + 5/0 % (w/v) BSA + 5  g/l D-Mannitol 
- MM + 5/0 % (w/v) BSA + 5  g/l Potassium Acetate 
- MM + 8/0  g/l Tryptone 
- MM + 8/0  g/l Tryptone + 5 g/l Glucose 
- MM + 8/0  g/l Tryptone + 5 g/l D-Mannitol 
- MM + 8/0  g/l Tryptone + 5  g/l Potassium Acetate 
 
1 Drop test for growth 
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- MM + 1/0  g/l Tryptone 
- MM + 1/0  g/l Tryptone + 5  g/l D-Mannitol 
- MM + 8/0  g/l Yeast Extract 
- MM + 8/0  g/l Yeast Extract + 5  g/l D-Mannitol 
حل شده و با استفاده از فیلترهای  MMو تریپتون در محیط کشت  BSAها پروتئین ی محیط کشتدر تهیه
 C ͦ 50های آگاردار مایع در دمای ( استریل شده و سپس به محیط کشتµm 2/0 (Whatmanبا سایز منافذ 
 شوند. اضافه می
 بررسی شده است.   C  ͦ25ی رشد در محیط کشت جامد در دما
 اسیدهای آمینه. رشد بر 2-2-3-2-3
، بررسی شده است. برای تعیین 2-3نشان داده شده در شکل  اسیدآمینهنوع  20بر  میکروباکتریومرشد 
ها به صورت جدا جدا به محیط کشت بر ، آناسیدهای آمینهنسبت به هر یک از  میکروباکتریومبودن  1آگزوتروف
 میکروباکتریوماند. همچنین برای روشن شدن اینکه آیا مانیتول است، اضافه شده g/l 5که دارای  MMی پایه
و  MMهای های با پایهکنند، رشد در محیط کشترا به عنوان منبع کربن یا نیتروژن مصرف می اسیدهای آمینه
MM-N به طور جداگانه و  اسیدهای آمینه که حاوی هر یک ازg/l 5 است. غلظت  ند، مطالعه شدهمانیتول هست
 mMبه دلیل حاللیت کم آن  Tyrosineاست. تنها غلظت  mM 8ها در محیط کشت اسیدهای آمینهی تمام اولیه
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 مورد استفاده در آزمایش رشد. اسیدآمینهنوع  20. 2-3شکل 
 
حل شده،  MM-Nیا  MMدر  اسیدهای آمینهتهیه شدند. محلول  Sigma Aldrichاز شرکت  اسیدهای آمینه
 HCLیا  KOHها با استفاده از آن pHاستریل شده، در جایی که الزم باشد  µm 2/0توسط فیلتر با سایز منافذ 
 شوند. اضافه می C  ͦ50های آگار دار مایع در دمای تنظیم شده و سپس به محیط کشت 2/7 ±  1/0به 
تا اواسط فاز لگاریتمی رشد کرده و  HTYMدر محیط کشت  کتریوممیکروباهای همانند بخش قبل سلول
 ورینی با دانسیته ml 6های به حجم شوند. قطرهدو بار شسته می MM-N , MMهای سپس با محیط کشت
اند. دو بار تکرار بیولوژیک برای این آزمایش در نظر های جامد گذاشته شدهبر سطح محیط کشت 1/0ی اولیه
 مطالعه شده است.  C  ͦ25در دمای  اسیدهای آمینهست. رشد بر روی گرفته شده ا
 ها. جداسازی و شناسایی باکتری4-2-3
ی باکتریایی بر روی ی کشت پی در پی جامعهبه وسیله ریزوبیوم لگومینوسارومی ها از کشت آلودهباکتری
ها در زیر میکروسکوپ های آناند. با توجه به ظاهر متفاوت کلونیجداسازی شده  YEMمحیط کشت جامد 
تری یک تک کلونی انتخاب شده و اند. از هر نوع باکباکتری از کشت آلوده جداسازی شده(، سه نوع 3-3)شکل 
ها به موسسه بیولوژی روی محیط کشت جامد کشت داده شده و برای تعیین تولی ژنوم و شناسایی باکتری
ها استفاده برای توالی یابی کل ژنوم باکتری PacBioاند. از روش شدهواقع در امریکا ارسال  SNP saurusمولکولی 
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 Basic Local)اند. سپس با استفاده از شده 1ها اسمبلژنوم باکتری Canu 1.7ر شده است. با استفاده از نرم افزا
Alignment Search Tool) BLAST  وBBMap’s MinHash Sketch ند. اهای اسمبل شده ارزیابی شدهتوالی 
 
 
 .ریزوبیوم لگومینوسارومی کشت ی باکتریایی آلوده کنندههای جدا شده از جامعهکلونی. 3-3شکل 
 
 ها. بررسی کمی میکروارگانیسم5-2-3
 سلولی  ش. شمار1-5-2-3
ها با استفاده از دستگاه شمارش در کشت کالمیدوموناسغلظت سلولی  گیریاندازهها و شمارش تعداد سلول
 µl 25-100انجام شده است.  Sysmex F-500( با برند Hemocytometer Microcell Counterی خون )هاسلول
 است.  زیست( برای آنالیز استفاده شدههای همهای کنترلی و کشت)کشت کالمیدوموناسهای دارای از نمونه
 . جذب نوری2-5-2-3
زیست با های همها و کشترلی جلبک و باکتریهای کنتها در کشتو باکتری کالمیدوموناس نوریی دانسیته
( تعیین شده است. Beckman Coulter DU 800سپکتروفتومتر )جذب نوری در دستگاه ا گیریاندازهاستفاده از 
زیست در های همو کشت nm 750در طول موج  کالمیدوموناس، nm 600ها در طول موج جذب نوری باکتری
 ست. ه اشد گیریاندازههر دو طول موج 
های ابتدا سلول زیست،های همدر کشت میکروباکتریوم نوریی دانسیته گیریاندازهبه منظور 
دقیقه )بهینه  5/1به مدت  g 200  ×با استفاده از سانتریفیوژ در دور  میکروباکتریومهای از سلول کالمیدوموناس
شوند و بودن ته نشین می تربزرگل به دلی کالمیدوموناسهای شده در این تحقیق( جدا شده است. سلول
مانند. بنابراین بالفاصله جذب نوری سوپرناتانت شامل ر سوپرناتانت معلق باقی مید میکروباکتریومهای سلول
 شده است. گیریاندازه nm 600های باکتری در طول موج سلول
 
1 Assemble 
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 . غلظت کلروفیل3-5-2-3
       ها برداشته شده و با               محیط کشتطور مستقیم از نمونه به  µl 200غلظت کلروفیل  گیریاندازهبرای 
µl 800  دقیقه در سانتریفیوژ با دور  10شدند. پس از ثانیه ورتکس می 30اتانول مخلوط و به مدت×  g 000/16 
فرمول  موجود در سوپرناتانت با استفاده از a + bشوند. سپس غلظت کلروفیل به مدت یک دقیقه قرار داده می
( در طول Beckman Coulter DU 800ی تعیین شده در دستگاه اسپکتروفتومتر )( از جذب نور1ی زیر )معادله
 .[84]( تعیین شده است b)کلروفیل  mm 649( و a)کلروفیل  mm 665های موج
Chlorophyll (a + b) (µg/ml) = ( 6/1× A665) + ( 20/04× A649)                                                          )1(  
 ( CFUهای تشکیل شده )کلونی واحد. 4-5-2-3
های کنترلی و و تعیین غلظت سلولی این باکتری در کشت میکروباکتریومهای برای شمارش تعداد سلول
های ها به صورت سری و رقتشتهای تشکیل شده استفاده شده است. ککلونی واحدزیست از روش های همکشت
از هر کدام از  µl 100های رقیق شده انتخاب شده است. بین کشتاند. سه رقت منطقی از برابر، رقیق شده 10
اند پخش شده تهیه شده cm 8پتری با قطر های ظرفکه در داخل  LBها بر سطح محیط کشت جامد این رقت
ها به خوبی رشد کرده و بدون چشم مسلح به راحتی قابل روز که کلونی پنجو  سهها پس از است. تعداد کلونی
عدد باشد،  100-50ها های داخل آنشند، شمرده شده است. سپس ظروف پتری که تعداد کلونیشمارش با
شده است در انتها با احتساب ضریب رقت و حجم نمونه، ها مشخص های داخل آنانتخاب شده و تعداد کلونی
 LBکشت جامد ها است، محاسبه شده است. از محیط ها در کشتها که معیاری از تعداد سلولتعداد کلونی
کند. در زمان در این محیط کشت رشد می میکروباکتریومزیست، تنها های هماستفاده شده است زیرا در کشت
ها در نظر اند. سه تکرار بیولوژیک برای شمارش کلونینگهداری شده C  ͦ25پتری در دمای  ها، ظروفرشد کلونی
 گرفته شده است. 
 . تولید هیدروژن3-3
 ها برای تولید هیدروژنشتسازی ک . آماده1-3-3
 :کالمیدوموناسهای سلولکشت پیش •
کشت مایع )دو روز( و کشت مایع پیشی کشت جامد )دو روز(، پس از سه مرحله کالمیدوموناسهای سلول
و در  PPFD 70-90برای کشت این جلبک در معرض شدت نور  TAPاند. از محیط کشت )سه روز( آماده شده
 استفاده شده است.  C  ͦ24دمای 
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 های باکتری:سلولکشت پیش •
و  سودوموناسهای های استاندارد مخصوص برای رشد هر باکتری استفاده شده است. سویهاز محیط کشت
در محیط  متیلوباکتریوم)دو روز(،  YEMدر محیط کشت  ریزوبیوم اتلی)یک روز(،  LBدر محیط کشت  کالیای
)یک روز( کشت  HTYMدر محیط کشت  میکروباکتریومو  باسیلوس، موناساستنوتروفو)سه روز( و  MeMکشت 
نگهداری  -C ͦ 80ی تلقیح از آلیکوت گلیسیریله شده که در فریزر ها نمونهاند. برای کشت باکتریداده شده
ها های باکتری تلقیح شده است. باکتریسلول کشتپیش یتهیه شود، مستقیم به محیط کشت جدید برایمی
 اند. کشت داده شده rpm 130و با دور اختالط  C  ͦ28دمای در 
 ها:شست و شوی سلول •
( با استفاده از سانتریفیوژ           Cells/ml 610  × 12-10کشت جلبک پس از رسیدن به اواسط فاز لگاریتمی )
(×   g 000/3د هیدروژن در ( به مدت دو دقیقه ته نشین شده و در محیط کشت جدیدی که برای آزمایش تولی
با  6/0-8/0 نوریی دن به دانسیتههای باکتری نیز پس از رسینظر گرفته شده است، پخش شده است. سلول
ت جدید در نظر گرفته شده ( به مدت پنج دقیقه ته نشین شده، با محیط کشg 000/6   ×استفاده از سانتریفیوژ )
 اند.در نهایت در همان محیط کشت پخش شدهبرای آزمایش تولید هیدروژن حداقل دو بار شسته شده و 
 ها برای شروع آزمایش تولید هیدروژن:تلقیح سلول •
های مناسب که در های جلبک و باکتری شسته شده و پخش شده در محیط کشت جدید، با نسبتسلول
لید های توای تهیه شده برای آزمایشآزمایش است در داخل بیوراکتورهای مخصوص شیشه دستورالعمل آن
های یا سلول کالمیدوموناس هایهای تنها دارای سلولاند. کشتزیست، ریخته شدههای همهیدروژن در کشت
بیولوژیکی در نظر  اند. برای هر یک از شرایط حداقل سه بار تکرارباکتری به عنوان کنترل در نظر گرفته شده
اند که با ای طراحی شدهتولید هیدروژن به گونههای گرفته شده است. بیوراکتورهای استفاده شده برای آزمایش
 1شده ومومکامال مهر اصطالحبه  و باشد رای ورود و خروج گازها وجود نداشتهها هیچ راهی ببسته شدن درب آن
ای ی الستیکی فشردهرد. همچنین در وسط درب این بیوراکتورها قطعهو هیچ راه فراری برای خروج گاز وجود ندا
های آن با کشت ml 100است که  ml 155یری از فاز گاز و مایع تعبیه شده است. حجم بیوراکتورها گبرای نمونه
برای ( ml 55 :ml 100) بهینه نسبت حجم گاز به مایعحجم گاز در فضای باالسری است.  ml 55مایع پر شده و 
: 100، 5/77 :5/77، 100: 55، 125: 30پنج نسبت گاز: مایع، بررسی در یک آزمایش ساده با تولید هیدروژن 
های مختلف جلبک و باکتری در شکل تعدادی از بیوراکتورها پر شده از کشتشده است.  انتخاب 30: 125و  50
استریل بیولوژیکی  های تولید هیدروژن در فضای هودنشان داده شده است. تمام مراحل آماده سازی بیوراکتور 4-3
 AlgaeTron AG 230, Photon)های ای مجهز به پنلها به داخل محفظهانجام شده است. پس از آن، بیوراکتور
 
1 Seal 
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System Instrument) LED های اند. تمام آزمایشکه قابلیت تنظیم شدت نور و دما در آن وجود دارد، منتقل شده
ه شده است. اند. از شیکرها برای تامین اختالط در بیوراکتورها استفادانجام شده C ͦ 25ن در دمای تولید هیدروژ
تولید هیدروژن عموما  فراینددهد. تولید هیدروژن را نشان می فرایند، نمایی از امکانات استفاده شده در 5-3شکل 
 بررسی شده است. 2و گاهی به صورت نیمه پیوسته 1به صورت ناپیوسته
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 ی آزمایشگاهی طراحی شده برای تولید هیدروژن.ایی از سامانهمن. 5-3شکل 
 
 
توانایی تولید و مصرف همانطور که در بخش مقدمه اشاره شد، آنزیم هیدروژناز آنزیمی دو جهته است که 
هیدروژن را با توجه به شرایط حاکم در آزمایش دارد. بنابراین با تجمع گاز هیدروژن در فضای باالسری این 
و همکاران  Oller-Juradoآن را از بین ببرد.  1کند تا اثر فشار جزئیکتورها، این آنزیم هیدروژن را مصرف میبیورا
ی بیوراکتورها در فضای استریل که منجر به تعویض گاز فضای باالسری روزانه( نشان دادند که با هوادهی 2015)
یابد شود، بازده نهایی تولید هیدروژن افزایش میبیوراکتورها )دارای هیدروژن( با هوای اتمسفری استریل می
دقیقه در فضای  5روزانه به مدت بیوراکتورها  درب های تولید هیدروژنتمام آزمایشدر . در همین راستا [57]
ی آلگاترون ها بسته شده و برای تولید هیدروژن در محفظه. سپس درب آنباز شده استهود استریل بیولوژیکی 
به  بل از هوادهی با استفاده از سرنگ مخصوصهای گازی از فضای گاز باالسری، روزانه قاند. نمونهقرار داده شده
 اند. ( آنالیز شدهGC(Gas Chromatography داخل دستگاه کروماتوگرافی گازی گرفته شده و در  ml 1حجم 
 
1 Hydrogen Partial Pressure 
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از فضای مایع داخل بیوراکتورها برای  ml 1های استریل یک بار مصرف های مایع نیز با استفاده از سرنگنمونه
ها در دستگاه کروماتوگرافی کشتد آنالیزهای مربوط به رشد و آنالیز مواد آلی موجود در محیط آنالیزهای مایع مانن
 اند.( گرفته شدهHPLC(High Performance Liquid Chromatography مایع 
 ها. سنجش متابولیت4-3
 ز گازها در فا. متابولیت1-4-3
با استفاده از سرنگ  µl 250های به حجم ها نمونهبرای آنالیز فاز گاز موجود در فضای باالسری بیوراکتور
( از فضای باالسری Syringe # 81356 TMHamilton’s SampleLockگیری کروماتوگرافی گاز )مخصوص نمونه
( GC, Agilent 7820A, Agilent Technologiesبیوراکتورها گرفته شده و به دستگاه کروماتوگرافی گازی )
Molecular Sieve 5A, Ref. 13133 60/80-) 1با استفاده از ستون پرشده 2Nو  2H، 2Oشود. گازهای تزریق می
u Supelco در دمای )C  ͦ75  جدا شده و با استفاده از آشکار ساز هدایت گرماییTCD (Thermal Conductivity 
Detectorهای مربوط به هر کدام مشخص و در نرم افزار (، سیگنالEzchrom Elite  س شوند. سپمینمایش داده
مشخص شده که  µl 250با استفاده از منحنی کالیبراسیون تنظیم شده برای این گازها، مقدار هرکدام از اجزا در 
استفاده   GCگون به عنوان گاز حامل در توان محاسبه کرد. از گاز آررا نیز می ml 55ها در به راحتی مقدار آن
 شده است. 
 عها در فاز مای. متابولیت2-4-3
و اتانول( در  اسیداستیک، اسیدفرمیک، اسیدالکتیکهای قندی )گلوکز و مانیتول( و مواد آلی )آنالیز متابولیت
 HPLC, Agilent Series 1200, Agilentها با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع )فاز مایع کشت ارگانیسم
Technologies7.7) 2ل یونیها در ستون تباد( انجام شده است. متابولیت mm, 6  ×plex H, 300 -Agilent Hi
µm I.D. به همراه فاز متحرک، محلول یکنواخت )mM 5  اسید سولفوریک، با نرخ جریانml/min 6/0  حرکت
 شوند. از یکدیگر جدا می C  ͦ50کرده و در دمای 
گرفته شده از  هایهنمون های مایع برای قرار دادن در دستگاه کروماتوگرافی مایع:سازی نمونهآماده
های ته نشین اند. سپس سوپرناتانت از سلول( شدهg 000/16  ×دقیقه سانتریفیوژ ) 5ها به مدت فاز مایع کشت
فیلتر شده و  µm 2/0رهای مخصوص با سایز منافذ شده جدا شده است. پس از آن سوپرناتانت با استفاده از فیلت
 اند.در داخل دستگاه قرار داده شده
 
1 Packed column 
2 Ion – exchange column 
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 µl 20 های ها به داخل دستگاه کروماتوگرافی تزریق شده است. متابولیتاز هر نمونه برای آنالیز متابولیت
 RID (Refractive Index Detector( )Agilent Gمختلف با استفاده از دتکتور  1هایمختلف در زمان ماند
1362A, Agilent Technologies ها از نمودار کالیبراسیون تهیه لیتوباند. برای تعیین غلظت متا( شناسایی شده
، اسیدالکتیکها استفاده شده است. برای تهیه نمودار کالیبراسیون های معین هر یک از آنشده با استفاده از غلظت
و گلوکز و  mM 25تا  125/0از رنج غلظت  اسیداستیک، mM 20تا  125/0و اتانول از رنج غلظت  اسیدفرمیک
ی استفاده شده است. تمام نمودارهای کالیبراسیون در محدوده mM 60تا  125/0مانیتول از رنج غلظت 
است. در نمودارهای کالیبراسیون از حداقل  999/0ها ( آن2R (R Squaredهای مورد بررسی خطی بوده و غلظت
شده  هتدر نظر گرف 2ها سه تکرار فنیغلظت در محدوده رنج ذکر شده استفاده شده و برای هر یک از غلظت 6
 است.
 های میکروسکوپی. بررسی5-3
های شکل سلولی برای بررسی و مشاهده استفاده شده است. در این تحقیق از دو نوع میکروسکوپ متفاوت
از میکروسکوپ زیست های همدر کشتها و همچنین ارتباط فیزیکی این سلول هادر کشت های مختلفارگانیسم
Leica DM750 از میکروسکوپ ها های تشکیل شده از میکروارگانیسمکلونیر ی ظاهو برای مشاهدهKyowa 
optical SDZ-PL .استفاده شده است  
 گیری شدت نور. اندازه6-3
رشد برای گیری شدت نور مورد نیاز برای اندازه DataLogger L1-1000گیری شدت نور از دستگاه اندازه
 استفاده شده است.ها در آزمایش کالمیدوموناس
 سازی. مدل7-3
 3استوکیومتریک و مبتنی بر قید سازی. مدل3-7-1
متابولیک استوکیومتریک و مبتنی بر قید پتانسیل باالیی در آنالیز و  سازیاند که مدلها نشان دادهگزارش
مبتنی بر  سازی. مدل[87–85]است های مختلفی داشته های متابولیسم ارگانیسمها و تواناییپیش بینی ویژگی
گیرد. این پدیده زمانی اتفاق ها را در شرایط پایا که غلظت ثابتی در طول زمان دارند، در نظر میقید، متابولیت
 . [85]ها و تغییرات محیطی است ها بیشتر از تغییرات به وجود آمده در بیان ژنافتد که سرعت فعالیت آنزیممی
 
1 Retention Time 
2 Technical replicates 
3 Stoichiometric and Constraint-based modeling 
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 شود:( تعریف می2ی )ها مطابق معادلهشرایط پایای متابولیت
(2 )                                S . r = 0 
 ،rو شود ها است، ماتریس استوکیومتری نامیده میکه دارای تمام ضرایب استوکیومتری واکنش S ماتریس
ها است. برای شار هر واکنش دو مرز )شرایط مرزی حد باال و حد پایین( به صورت زیر واکنش شارهایاز  برداری
 در نظر گرفته شده است:
(3)  iub ≤ ir ≤ ilb 
0≥  ir ، ی جرم برای هر یک از های برگشت ناپذیر فرض شده است. با به کاربردن واکنش موازنهبرای واکنش
های شناخته شده در ی متابولیک، یک فضای محدب که شامل معادالت خطی و نابرابریدر شبکهها متابولیت
 تعیینویکردی رایج برای ر Linear Programming) LP)آید. برنامه نویسی خطی، وجود میمورد شبکه است، به 
سازی ها در مدل. یکی از پرکاربردترین روش[88]ها است ها و رفتار شبکه با در نظر گرفتن تمام محدودیتویژگی
( است که برای بیشینه یا کمینه کردن تابع FBA (Flux Balance Analysis یا مبتنی بر قید، آنالیز تعادل شارها
به  توده، نرخ رشد و یا بازده تولید محصولشود. عموما، بیشینه کردن بازده تولید زیستهدف خطی استفاده می
 شوند.  ف در نظر گرفته میعنوان تابع هد
Max ƒT υ                                                                                                                                    )4( 
S ∙ υ = 0                                                                                                                                      (5)  
υmin ≤ υ ≤ υmax                                                                                                                                      )6( 
ƒ ،تابع هدف و  بردارinmυ  وmaxυ ،که  هستندشارها ی ممکن برای مقادیر کمینه و بیشینه هایداربه ترتیب بر
 د. نشوباال در نظر گرفته می پایین و به عنوان شرایط مرزی حد
در  سودوموناس پوتیداو  کالمیدوموناسبرای بررسی سیستم تبادلی بین جلبک  FBAدر این تحقیق از روش 
ی متابولیک ریزجلبک و باکتری شبکه ،در مدل ترکیبیمدل ترکیبی این دو میکروارگانیسم استفاده شده است. 
 Matlabافزار سازی در محیط نرممدل. اندشدههای تبادلی مشترک به یکدیگر متصل با به اشتراک گذاشتن واکنش
که مخصوص حل معادالت خطی  glpk 1انجام شده است. همچنین از سالور Cobra toolboxو با استفاده از پکیج 
 معادالت استفاده شده است. است برای حل
 
1 Solver 
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 های متابولیکی میکروارگانیسمهای شبکه. مدل2-7-3
 و [Chlamydomonas reinhardtii CC-1690  [89های گانیسمار مقیاسژنومی متابولیک های شبکهاز مدل
Pseudomonas putida KT2440 [90]  .استفاده شده است 
 های متابولیک. مدل ترکیبی شبکه3-7-3
ی های تبادلی مشترک در شبکهها ساخته شد. واکنشهای انفرادی میکروارگانیسممدل ترکیبی از تجمیع مدل
 1متوازنها در نظر گرفته شده است. فرض رشد متابولیک هر دو میکروارگانیسم به عنوان پل ارتباطی بین شبکه
ی میکروبی یکسان است، برای حفظ تعادل بین نسبت اعضای جامعه یبرای همه د مخصوصن نرخ رشکه در آ
های و تولید هیدروژن در کشت اسیداستیکها در نظر گرفته شده است. در این تحقیق روند مصرف میکروارگانیسم
ه از مدل ترکیبی استفاد با PPFD 100و  50، 12در سه شدت نور  سودوموناس پوتیداو  کالمیدوموناسکنترلی 
در کشت انفرادی این جلبک  کالمیدوموناسها بررسی شده است. همچنین روند رشد های انفرادی ارگانیسمو مدل
سازی برآورد شده است. با استفاده از مدل PPFD 100در شدت نور  سودوموناس پوتیداآن با  زیستکشت همو 
 ک با نتایج تجربی مقایسه شده است.های متابولیبکهسازی شه از مدلو در نهایت نتایج حاصل شد
 . تابع هدف4-7-3
ی زیست و مقایسههای همهای کنترلی جلبک و باکتری و کشتدر کشت اسیداستیکبرای آنالیز روند مصرف 
زیست تابع هدف، بیشینه شار تولید های همهای خالص این جلبک و کشتدر کشت کالمیدوموناسرشد 
های های کنترلی و کشتنظر گرفته شده است. در حالی که در آنالیز تولید هیدروژن در کشت توده درزیست
شار تولید  توده از نصف بیشینهزیست، تابع هدف بیشینه شار تولید هیدروژن با فرض این که شار تولید زیستهم







2 Balanced Growth 
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 توان در چهار بخش اصلی به صورت زیر دسته بندی کرد:طور کلی نتایج این تحقیق را میبه 
 . بخش اول تحقیق1-1-4
های مختلف در محیط کشت غنی با باکتری کالمیدوموناسزیستی این بخش شامل نتایج به دست آمده از هم
 است.  کالمیدوموناسنورهای مختلف به منظور بهبود تولید هیدروژن توسط از مواد مغذی در معرض شدت 
 بخش اول دستاورد قابل توجه. 1-1-1-4
باکتری -کالمیدوموناسزیست های همبا تولید هیدروژن در کشت اسیداستیکاهمیت و ارتباط الگوی مصرف 
 ر معرض شدت نورهای مختلف.د
 . بخش دوم تحقیق2-1-4
باکتری -کالمیدوموناسزیست های همی مختلف بر تولید هیدروژن در کشت، اثر منابع کربندر بخش دوم نتایج
زیست با بازده تولید باالی های همدر روشنایی بررسی شد. همچنین به منظور افزایش زمان تولید در کشت
 ی خوراک دهی نیمه پیوسته )فدبچ( استفاده شد.هیدروژن از نحوه
 بخش دوم قابل توجه دستاوردهای. 1-2-1-4
 در شرایط آزمایش. کالمیدوموناسدر تولید هیدروژن توسط  اسیداستیک. مشخص شدن نقش 1
زیستی با پتانسیل باال برای کاربرد زیست فناوری تولید زیستی هیدروژن. در این رویکرد . یافتن الگوی هم2
ایی بازده تولید هیدروژن در روشنایی افزهمسبب   کالیایو  کالمیدوموناس زیستکشت همشود که نشان داده می
 شود.در شرایط مناسب کشت می کالیایو تولید تخمیری هیدروژن در  کالمیدوموناسدر 
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 سوم تحقیق بخش. 3-1-4
که بر تولید  بسیار خوبیی باکتریایی به دلیل اثر سازی و شناسایی اعضای یک جامعهدر بخش سوم، خالص
های یدروژن در کشتکتری موثر بر تولید ههای شناسایی شده، با. از میان باکتریهیدروژن داشتند انجام شد
های بیشتر از نظر مواد مورد نیاز کشت قرار گرفت. در انتخاب شده و مورد آزمایش کالمیدوموناسزیست با هم
 بررسی شد. زیستکشت همدر  کالمیدوموناسادامه اثر متقابل بر رشد این باکتری و 
  بخش سوم دستاوردهای قابل توجه .1-3-1-4
 زیستکشت همدر  میکروباکتریومو  کالمیدوموناسبل که منجر به بهبود رشد . یافتن ارتباط مفید متقا1
 شود.های انفرادی جلبک و باکتری مینسبت به کشت
 هیدروژن را دارد. بلندمدتی که قابلیت تولید زیستکشت هم. شناسایی 2
 قبخش چهارم تحقی. 4-1-4
 اسیداستیکبینی روند تولید هیدروژن، مصرف سازی مبتنی بر قید برای پیشدر بخش پایانی، پتانسیل مدل
زیست این دو های همو کشت سودوموناس پوتیداو  کالمیدوموناسهای کنترلی در کشت کالمیدوموناسو رشد 
 میکروارگانیسم مطالعه شده است. 
 رمهابخش چ دستاوردهای قابل توجه. 1-4-1-4
ی زیست با استفاده از شبکههای همهای کنترلی و کشتبینی صحیح کیفی از عملکرد سلولی در کشتپیش
 ها.متابولیک این کشت
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های مختلف در محیط کشت با باکتری کالمیدوموناسزیستی . بخش اول: هم2-4
 غنی از مواد مغذی در روشنایی 
زیستی دارد. در این آزمایش اثر همی سبز هاریزجلبکبر رشد م شدت نور پارامتری کلیدی است که اثر مستقی
و  K12کالی ای، ریسسودوموناس اشتوت، 291 سودوموناس پوتیدا، 12264 سودوموناس پوتیداپنج باکتری 
بررسی  کالمیدوموناسبر رشد و ظرفیت تولید هیدروژن در  PPFD 100و  50، 12در سه شدت نور  ریزوبیوم اتلی
ای هستند که قادر به برقراری ارتباط مفید دو طرفه با های شناخته شده، باکتریریزوبیومهای ویهشده است. س
 اسکالمیدومونها از جمله ریزجلبکها با این باکتری زیستکشت همگیاهان هستند. این ارتباط مفید دو طرفه در 
های غالب در فضای ی باکتریدر دسته سودوموناسو  ریزوبیومهای . به عالوه، سویه[91]مشاهده شده است 
ضر انتخاب ها در تحقیق حا. با توجه به این اطالعات، این باکتری[91, 64]قرار دارند  کالمیدوموناسفیکوسفر 
 millionبا غلظت ) کالمیدوموناسکشت مایع  ml 100ی کشت ناپیوسته شامل اند. بیوراکتورهای پلمپ شدهشده
cells/ml 4-3  ̴) µg chl./ml 10 600= 1/0 ینوری و باکتری با دانسیتهOD  در محیط کشتTAP  در دمایC  ͦ
 کالمیدوموناس ترین محیط کشت برای رشد و نگهداری مرسوم TAPمورد آزمایش قرار گرفتند. محیط کشت  25
ها ها، این آزمایششتاکسیدکربن در کبا توجه به حضور هر دو منبع کربن آلی )استیک اسید( و دی. [92]است 
( به عنوان µg chl./ml 10) کالمیدوموناسبیوراکتورهای تنها حاوی بررسی شدند.  1میکسوتروف کشت در شرایط
هوا بود. درب بیوراکتورها  ml 55 بیوراکتورها شاملد. فضای باالسری کشت مایع در تمام کنترل در نظر گرفته شدن
 دقیقه باز شده تا هوای اتمسفری جایگزین گاز موجود در فضای باالسری شود.  5روزانه در فضای استریل به مدت 
 لفدر شدت نورهای مخت زیستکشت همها در در حضور باکتری کالمیدوموناسرشد . 1-2-4
موجود است، تغییر در کلروفیل متناسب با رشد  کالمیدوموناسهای از آنجا که کلروفیل تنها در سلول
دهد که حضور تمام نشان می 1-4شود. روند تغییرات غلظت کلروفیل در شکل در نظر گرفته می کالمیدوموناس
ترلی جلبک در تمام کن زیست نسبت به کشتهای همدر کشت کالمیدوموناسها سبب کاهش رشد باکتری
، غلظت کلروفیل به وضوح کاهش یافته است. سودوموناس یهای نوری شده است. در حضور هر سه سویهشدت
های نوری را در تمام شدت ریزجلبکبیشترین اثر منفی بر رشد  12264 سودوموناس پوتیدای که سویهدر حالی
تقریبا به صورت  PPFD 12در شدت نور  میدوموناسکال دهد، رشدنشان می 1-4داشته است و همانطور که شکل 
های سویهکمتر از  کالمیدوموناسبر رشد ریزوبیوم اتلی و  کالیایکامل متوقف شده است. همچنین اثر منفی 
در حضور  کالمیدوموناس نوریی ( نشان دادند که دانسیته2013و همکاران ) Liاست. در تحقیقی  سودوموناس
که نتایج حاصل از مطالعات دیگر . در حالی[59]کاهش یافت  %5/18نترلی جلبک ه کشت کنسبت ب سودوموناس
 
1 Mixotroph 
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 برادوریزوبیوم جاپونیکوم، [91] ریزوبیوم ای ازدر حضور سویه کالمیدوموناسهای نشان داده است که تعداد سلول
( 2017و همکاران ) Xuافزایش یافته است.  PTAدر محیط کشت  [60] 1رودوکوکوسای از و سویه [58]
عاری از  TAPدر محیط کشت  ازوتوباکتر کروکوکومی نیتروژن با باکتری تثبیت کننده کالمیدوموناسزیستی هم
بود و  زیستکشت همی یک ارتباط مفید دو طرفه در ( را بررسی کردند. نتایج نشان دهندهTAP-Sسولفور )
 .[62]ا دو برابر در حضور باکتری افزایش یافت ت ریزجلبک نوری یدانسیته
با تغییر شدت نور تا حدی قابل کنترل  ریزجلبکها بر رشد نشان داد که اثر مخرب باکترینتایج این تحقیق 
دهد. در واقع زمانیکه شدت را کاهش می کالمیدوموناسها بر رشد است. افزایش شدت نور اثر منفی حضور باکتری
 گیرند. ها قرار میکمتر تحت تاثیر حضور باکتری ریزجلبکهای نور محدود نیست، سلول
 TAPها در محیط کشت . رشد باکتری2-2-4
مورد  600OD= 1/0ی اولیه نوریی با دانسیته TAPها در بیوراکتور حاوی محیط کشت باکتریهر یک از رشد 
ی سویهدهد که هر سه نشان می 2-4ها روزانه اندازه گرفته شد. شکل باکتری نوریی بررسی قرار گرفت. دانسیته
ها سبب کنند و از آنجا که تمام این باکتریرشد می TAPدر محیط کشت  ریزوبیومو  کالیای، ودوموناسس
های ها را به عنوان باکتریتوان آن، می(1-4)شکل  شوندمی زیستکشت همدر  کالمیدوموناسکاهش رشد 
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 .(PPFD 100 (cو ( a) ،50 (b) 12زیست و کشت کنترلی جلبک در سه شدت نور های همغلظت کلروفیل در کشت .1-4شکل 
 اطالعات نشان داده شده میانگین حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. 
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 .TAPدر محیط کشت  نوریی نسیتهها بر اساس تغییرات دارشد باکتری .2-4شکل 
 اطالعات نشان داده شده میانگین حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
 
های در کشت اسیداستیکید هیدروژن، شرایط کم اکسیژنی و حضور . ارتباط بین تول3-2-4
 باکتری در شدت نورهای مختلف-کالمیدوموناسزیست هم
( را دارد در L culture/2ml H 9/17رین تولید هیدروژن )بیشت، PPFD 12در شدت نور  کالمیدوموناس
شود. به طور کلی در دو این جلبک تولید نمی یبه وسیلهتقریبا هیدروژن  PPFD 100که در شدت نور حالی
(، مقدار 3-4ای بین تولید هیدروژن )شکل ی منطقی، رابطهکالمیدوموناس یستزحالت کشت کنترل و کشت هم
( وجود دارد. 5-4در محیط کشت )شکل  اسیداستیک( و حضور 4-4ود در فاز گاز باالسری )شکل اکسیژن موج
در محیط کشت موجود باشد. به محض  اسیداستیکوژن تا زمانی ادامه دارد که به این ترتیب که، تولید هیدر
د هیدروژن متوقف در محیط کشت، اکسیژن در فضای باالسری تجمع پیدا کرده و تولی اسیداستیکپایان یافتن 
ژن تر مصرف شده، اکسیسریع اسیداستیکشدت نورهای باالتر، شود. همانطور که قبال گزارش شده است، در می
های ما نتایج آزمایش. [57]شود با سرعت بیشتری تجمع پیدا کرده و در نتیجه تولید هیدروژن زودتر متوقف می
در آن قادر به تولید  کالمیدوموناسی شدت نوری که م شده مبنی بر محدودههای اعالی گزارشتصدیق کننده
سودوموناس زیست های همتنها کشت زیست مطالعه شده،های هماز بین کشت، هستند. [57]هیدروژن است 
(. 1-4و جدول  3-4دهند )شکل افزایش می به مقدار اندکیرا  PPFD 12تولید هیدروژن در  12264 پوتیدا
ت نور در شد 12264 سودوموناس پوتیدازیست های همبیشترین اثر تقویت کننده بر تولید هیدروژن در کشت
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PPFD 100 قادر به تولید هیدروژن  کالمیدوموناسهای کنترلی شود، شرایطی که در آن کشتمشاهده می
کمی افزایش  PPFD 50تولید هیدروژن را در شدت نور  اتلی ریزوبیومو  کالیایزیست های همباشند. کشتنمی
تر و یا ادامه داشتن تولید برای مدت زمان طوالنیدهند. تقویت تولید هیدروژن مربوط به نرخ باالتر تولید روزانه می
شود. این های کنترلی باکتریایی در شرایط آزمایش دیده نمیباشد. تولید هیدروژن در هیچ کدام از کشتمی
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های کنترلی و کشت (PPFD 100 (cو ( a) ،50 (b) 12زیست در شدت نورهای ای همهتولید هیدروژن در کشت .3-4شکل 
هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده  تولید هیدروژن تا زمانی که تولید آن ادامه داشته ارزیابی شده است. .(dها )باکتری
 به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. شده میانگین نتایج اطالعات نشان داده شده است.
 
یابد افزایش می کالمیدوموناسکنترلی  هایزیست میزان مصرف اکسیژن نسبت به کشتهای همدر تمام کشت
به  اتلیریزوبیوم های کنترلی باکتریایی به غیر از کشت ، فاز گاز باالسری تمام کشتh 24(. پس از 4-4)شکل 
های و کشت کالمیدوموناسهای کنترلی تری نسبت به کشترسد و مدت زمان طوالنیاکسیژنی میشرایط کم
های مورد استفاده در این تحقیق غیر از براین تمام باکتری(. بنا4-4ماند )شکل زیست در این شرایط باقی میهم
 در نظر گرفت.  TAPمحیط کشت  های خوب اکسیژن درتوان مصرف کنندهرا می ریزوبیوم اتلی
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 کالمیدوموناسزیست نسبت به کشت کنترلی های هممیزان افزایش تولید هیدروژن در کشت. 1-4جدول 
 (PPFDشدت نور ) 
 12 50 100 
 L culture/2ml H) 1/3 ± 9/17 7/1 ± 3/4 6/0 ± 8/0) کالمیدوموناسهای کنترلی کشت
 % 2175 % 230 % 5/54 12264 سودوموناس پوتیدازیست های همکشت
 % 337 % 140 % 29 291سودوموناس پوتیدا  زیستهم یهاکشت
 % 937 % 260 % 29 ریسسودوموناس اشتوتزیست های همکشت
 % 0 % 60 % -2 ای کالیزیست های همکشت
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و  (PPFD 100 (cو ( a) ،50 (b) 12زیست در شدت نورهای ای همهگاز باالسری در کشتاکسیژن موجود در فاز . 4-4 شکل
 اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. .(dها )های کنترلی باکتریکشت
 
به وضوح  PPFD 100و  50در شدت نور  سودوموناسست زیهای همدر تمام کشت اسیداستیکمصرف 
های در کشت اسیداستیک(. مصرف 2-4و جدول  5-4است )شکل  کالمیدوموناسهای کنترلی تر از کشتآهسته
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نیز به  PPFD 12در شدت نور  کالمیدوموناسهای کنترلی نسبت به کشت 12264 پوتیدا سودوموناسزیست هم
و  کالیایزیست های همدر کشت اسیداستیکی مصرف (. الگو5-4یابد )شکل یای کاهش مقابل مالحظه طور
-4و جدول  5-4دارد )شکل  کالمیدوموناسهای کنترلی شباهت زیادی به الگوی مصرف در کشت اتلی ریزوبیوم
های و کشت میدوموناسکالتر از کشت کنترلی را آهسته اسیداستیکهای کنترلی باکتریایی (. تمام کشت2
را در میان  اسیداستیکبیشترین مصرف  کالمیدوموناسکنند. بنابراین در شرایط آزمایش، میزیست مصرف مه
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ترلی های کنو کشت (PPFD 100 (cو ( a) ،50 (b) 12زیست در شدت نورهای ای همهدر کشت اسیداستیک مصرف. 5-4شکل 
بوده است. اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به  mM 4/17ها در تمام محیط کشت اسیداستیکی غلظت اولیه .(dا )هباکتری
 دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
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 (mmol/hاول ) h 24در  اسیداستیک نرخ مصرف .2-4جدول 
 PPFD 12 PPFD 50 PPFD 100 ترینترلی باکهای ککشت 
 - 73/0 ± 00/0 43/0 ± 02/0 21/0 ± 04/0 کالمیدوموناسهای کنترلی کشت
 15/0 ± 04/0 45/0 ± 03/0 26/0 ± 08/0 2/0 ± 05/0 12264سودوموناس پوتیدا زیست های همکشت
 13/0 ± 05/0 65/0 ± 02/0 29/0 ± 03/0 2/0 ± 03/0 291سودوموناس پوتیدا  زیستهم یهاکشت
 19/0 ± 03/0 66/0 ± 02/0 31/0 ± 04/0 22/0 ± 03/0 ریسسودوموناس اشتوتزیست ی همهاکشت
 13/0 ± 02/0 73/0 ± 00/0 44/0 ± 03/0 2/0 ± 02/0 ای کالیزیست های همکشت
 01/0 ± 02/0 73/0 ± 00/0 45/0 ± 03/0 21/0 ± 04/0 ریزوبیوم اتلیزیست های همکشت
 
ای مشاهده ی منطقیزیست رابطههای همدر کشت اسیداستیکن و کاهش مصرف بین افزایش تولید هیدروژ
زیست، مدت زمانی که کشت در های همدر کشت اسیداستیکشود. به طور کلی، با افزایش مدت زمان مصرف می
ه در شود. قابل توجه است کگیرد بیشتر شده و در نتیجه هیدروژن بیشتری تولید میاکسیژنی قرار میشرایط کم
، بیشترین کاهش نرخ مصرف PPFD 100و  50شدت نور  دو در سودوموناسهای ست سویهزیهای همتمام کشت
برای  شود.( مشاهده می3-4( و باالترین افزایش تولید هیدروژن )شکل 2-4و جدول  5-4)شکل  اسیداستیک
 ، مصرف اسیداستیکPPFD 100و  50در دو شدت نور  12264 سودوموناس پوتیدازیست های هممثال در کشت
اکسیژنی بوده و تولید هیدروژن ها در شرایط کمبه ترتیب تا روز سوم و دوم ادامه داشته و در طول این مدت کشت
اکسیژنی و تولید مصرف اسید استیک، شرایط کم ،کالمیدوموناسهای کنترلی که در کشتادامه دارد. در حالی
 اسیداستیکاز سوی دیگر مصرف ز ادامه دارد. به ترتیب دو و یک رو PPFD 100و  50در دو شدت نور هیدروژن 
زیست های هم( در کشت3-4( و در نتیجه تولید هیدروژن )شکل 4-4(، مصرف اکسیژن )شکل 5-4)شکل 
 ریزجلبکهای کنترلی مشابه هستند. در تمام کشت کالمیدوموناسهای کنترلی و کشت اتلی ریزوبیومو  کالیای
 کالمیدوموناسهای کنترلی وابسته است. کشت اسیداستیکرف اکسیژن عموما به مصرف ها، مصیو باکتر
 PPFDو  50های کنترلی باکتریایی به خصوص در شدت نورهای باالتر )تر از تمام کشترا سریع اسیداستیک
زی مصرف ت فتوسنتی فعالیکنند. در شدت نورهای باال، اکسیژن تولید شده به وسیله( مصرف می100
اکسیژنی و افزایش . قابل مالحظه است که دلیل اصلی افزایش مدت زمان کم[57]بخشد را بهبود می اسیداستیک
ها نبوده، مربوط به تنفس اکسیژن توسط باکتری سودوموناسهای زیست سویههای همتولید هیدروژن در کشت
های کنترلی ها است. اکسیژن موجود در کشتدر این کشت اسیداستیکبلکه مرتبط با کاهش ظرفیت مصرف 
است. نتایج مطالعات گذشته نشان داده  ی برایند مقدار اکسیژن مصرف شده و مقدار اکسیژن تولید شدهجلبک
 کالمیدوموناسهای اکسیژنی در کشتدر محیط کشت موجود است، شرایط کم اسیداستیکاست که تا زمانی که 
در محیط  اسیداستیکا افزایش مدت زمانی که . بنابراین ب[57]شدت نور پایین قابل دستیابی است در معرض 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
  نتایج و تحلیل م:چهارفصل 
68 
اکسیژنی و تولید هیدروژن را افزایش توان مدت زمان مصرف این ماده، فاز کمزیست باقی بماند میهای همکشت
اکسیژنی و تولید ناچیز هیدروژن را به همراه ز کم، مدت زمان کوتاه فااسیداستیکداد. در مقابل مصرف سریع 
به وضوح سبب کاهش غلظت کلروفیل  12264 پوتیدا سودوموناسبه ویژه  سودوموناسی حضور هر سه سویه دارد.
شود. از سوی در تمام شدت نورها می کالمیدوموناسهای کنترلی زیست در مقایسه با کشتهای همدر کشت
(. دو مورد 1-4دارد )شکل  تغییر ناچیزی اتلی ریزوبیومو  کالیایزیست های همکشتدیگر غلظت کلروفیل در 
های نسبت به کشت سودوموناسزیست های همدر کشت اسیداستیکزیر ممکن است در کاهش سرعت مصرف 
 نقش داشته باشند: کالمیدوموناسکنترلی 
، مصرف اکسیژن میزان اکسیژن [57]به حضور اکسیژن وابسته است  اسیداستیکاز آنجا که مصرف  (1
 کند.را ضعیف می اسیداستیکمحیط کشت را کاهش داده و به طور نسبی مصرف  موجود در
دهند )شکل زیست کاهش میهای همرا در کشت کالمیدوموناسبه وضوح رشد  سودوموناسهای سویه (2
 یابد.و تولید اکسیژن کاهش می اسیداستیکت مصرف (، و در نتیجه ظرفی4-1
بررسی شده است.  TAPدر محیط کشت  کالیایو  کالمیدوموناسزیستی حقیقی تولید هیدروژن در همت در
. همچنین تولید [60]گزارش شده است  PPFD 50در شدت نور  زیستکشت همافزایش تولید هیدروژن در این 
که محققان دیگر . در حالی[60]افزایش یافته است  TAP-Sر محیط کشت د زیستکشت همهیدروژن در این 
 TAP-Sدر  کالمیدوموناسنسبت به کشت کنترلی  زیستکشت همبهبود ناچیزی در تولید هیدروژن در این 
برادی های دیگر مانند حضور باکتری شان داده شده است که درهای دیگر ندرگزارش .[63]اند مشاهده کرده
و  [62] ازتوباکتر کروکوکوم، [59] میکروباکتریومو  استنوتروفوموناسای از ، سویه[61, 58]ریزوبیوم جاپونیکوم 
است.  شدهتولید هیدروژن تقویت  کالمیدوموناسزیست با های همکشت در [63, 59] سودوموناسهای سویه
و  کالمیدوموناسزیست های همهمچنین مشاهده شده است که مقدار نشاسته و پروتئین تجمع یافته در کشت
 .[63]است  کم شدهکلروفیل  کاهشو  یافته افزایش TAP-Sدر محیط کشت  سودوموناس
ها که میزان اکسیژن توسط باکتری 1ی اثر تنفسژن را نتیجهتولید هیدرو گذشته افزایشعموما تمام مطالعات 
اند اند. هرچند محققان نشان دادهشود گزارش کردهها را کاهش داده و سبب تولید هیدروژن میاکسیژن در کشت
ند افزایش امل دیگر مانباشد. عوزیست نمیهای همکه نقصان اکسیژن تنها عامل تقویت تولید هیدروژن در کشت
نیز به عنوان پارامترهایی که تولید هیدروژن را در  PSIIتوده، تجمع نشاسته و یا جلوگیری از تخریب نوری ستزی
های شت. الزم به ذکر است که تمام محیط ک[63–61]اند دهند معرفی شدهافزایش می TAP-Sمحیط کشت 
ی مهم یعنی حضور زیست دارای یک مشخصههای همبررسی تولید هیدروژن در کشت استفاده برایمورد 
ی هیدروژن در این جلبک است. اهمیت ی اهمیت این ماده برای تولید بهینههستند که نشان دهنده اسیداستیک
 
1 Respiration 
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دروژن قبال گزارش لید هیدر تو 1کلرالو  کالمیدوموناسبا  کالیایزیست های همدر کشت اسیداستیکنرخ مصرف 
تر شدن سبب طوالنی اسیداستیک. مطالعات گذشته نشان داده است که کاهش نرخ مصرف [65, 60]شده است 
. همچنین گزارش شده است که تنها نقش [93, 57]شود می کالمیدوموناسو افزایش تولید هیدروژن در کشت 
. احتماال [95, 94, 57]باشد نمی 2اکسیژنیساختن شرایط بیدر فاز تولید هیدروژن کمک به فراهم  اسیداستیک
اکسیژنی، اکسیژنی متفاوت هستند و در واقع در شرایط کماکسیژنی و کمفعال در شرایط بی مسیرهای متابولیکی
های به متابولیسم کلروپالست مرتبط بوده و الکترون کالمیدوموناسدر  اسیداستیکمسیرهای متابولیکی مصرف 
. قابل تامل [97, 96, 57]نند را تامین ک PSIIر وابسته به الزم برای تولید هیدروژن از طریق مسیر متابولیکی غی
در شدت نور  سودوموناسهای زیست سویههای همبر خالف کشت کالیایزیست های هماست که در کشت
PPFD 100زیست اندک های هم( با اینکه میزان اکسیژن در تمام این کشت3-4شود )شکل روژن تولید نمی، هید
زیست های همدر کشت اسیداستیکغلظت  کهدر حالی h 24(. اگر چه بعد از 4-4و نزدیک به صفر است )شکل 
 mMو  81/1، 49/6به ترتیب  ریساشتوت سودوموناسو  291 پوتیدا سودوموناس، 12264 پوتیدا سودوموناس
شود )شکل یافت نمی اتلی ریزوبیومو  کالیایزیست های همدر کشت اسیداستیکاست، هیچ مقداری از  63/1
نیز برای تولید  اسیداستیکاکسیژنی، حضور عالوه بر شرایط کم ت کهاین اس ی(. این نتیجه بیان کننده4-5
 هیدروژن مهم و ضروری است.
 ای مناسب برای تولید هیدروژنی میکروبی جلبک و باکتری گزینه. جامعه4-2-4
در شرایط غنی  کالمیدوموناسبا  سودوموناسهای زیستی سویهنتایج این بخش از تحقیق نشان دادند که هم
افزایش نرخ مصرف اکسیژن  رایجشود. بر خالف باور می ریزجلبکتولید هیدروژن در  واد مغذی سبب بهبوداز م
زیست نبوده و بلکه غالبا توانایی کاهش های همبهبود تولید هیدروژن در کشت یعمده ها تنها دلیلتوسط باکتری
های برای تولید هیدروژن در سلولها سبب طوالنی شدن شرایط مناسب در این کشت اسیداستیکنرخ مصرف 
ی مناسبی برای تحقیقات بعدی ما در راستای تولید ت اولیه زمینهشود. دانستن این اطالعامی کالمیدوموناس
 باکتری ایجاد کرد.-زیست جلبکهای همهیدروژن در کشت
های . بخش دوم: بررسی اثر منابع کربنی مختلف بر تولید هیدروژن در کشت3-4
 باکتری -کالمیدوموناس زیستهم
-کالمیدوموناسزیست های هملبک در کشتدر این قسمت از تحقیق ظرفیت تولید هیدروژن توسط ج
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زیست در شدت نور هم هایوژن در کشت((. تولید هیدرa) 6-4بررسی شده است )شکل  TAPمحیط کشت 
PPFD 50 ها بر تولید هیدروژنهای قبل نشان دادند که اثر حضور باکتریمطالعه شده است زیرا نتایج آزمایش 
های کنترلی اکسیژنی در کشت)جایی که شرایط کم PPFD 100و  50در شدت نورهای  ریزجلبکتوسط 
های به نتایج بخش قبل تولید هیدروژن در کشتشود. مشاده میتر نشان داده ششود( بهحاصل نمی ریزجلبک
 ریزجلبکهای کنترلی برابر تولید هیدروژن در کشت 6/1و  5/6به ترتیب  کالیایو  سودوموناس پوتیدازیست هم
ز در هیچ کدام ا یابد. هیدروژنبهبود نمی ریزوبیوم اتلیزیست های همکه تولید هیدروژن در کشتاست. در حالی
 کالمیدوموناسی این است که در شرایط آزمایش شود و این نشان دهندهل باکتریایی تولید نمیهای کنترکشت
سودوموناس های اکسیژنی مناسب برای تولید هیدروژن در کشتی هیدروژن است. شرایط کمتنها تولید کننده
(. پس از سه روز در هیچ کدام از (b) 6-4ت )شکل تر اسزیست دیگر طوالنیهای همنسبت به کشت پوتیدا
ها در موجود در تمام کشت اسیداستیک(( و مقدار a) 6-4شود )شکل زیست، هیدروژن تولید نمیهای همکشت
 ((. c ،f ،i) 8-4روز چهارم صفر بوده است )شکل 
 اسکالمیدومونها و تولید هیدروژن در تولید شده توسط باکتری اسیداستیک. 1-3-4
های حاوی منابع کربن مختلف بررسی شده زیست در محیط کشتهای همکشت هیدروژن در ظرفیت تولید
نشان  ریزوبیوم اتلیو  کالیای، سودوموناس پوتیدازیست های هماست. به این منظور منابع کربن مختلف به کشت
ده و منبع کربن اولیه ها متوقف شدر روز چهارم )زمانی که تولید هیدروژن در تمام کشت 6-4داده شده در شکل 
زیست در سه شرایط متفاوت بررسی های همتمام شده بود( اضافه شده است. تمام کشت اسیداستیکیعنی 
 اند:شده
1. mM 25  ها اضافه شده است.ها( به کشتباکتریگلوکز یا مانیتول )منابع کربنی مناسب برای رشد 
2. mM 25  گلوکز یا مانیتول به همراهmM 8 کالمیدوموناسکربنی مناسب برای رشد  نبع)م اسیداستیک )
 اضافه شده است.
 اند.ها به عنوان کنترل در نظر گرفته شدههیچ منبع کربنی اضافه نشده و این کشت .3
 ریزوبیوم اتلیزیست های همو مانیتول به کشت کالیایو  سودوموناس پوتیدازیست های همگلوکز به کشت
ی و اتانول در محیط کشت و غلظت کلروفیل از روز چهارم مقدار اسیدهای آل اطالعات مربوط به اضافه شده است.
 اند.آزمایش پس از اضافه کردن منابع کربنی جدید گزارش شده
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R . e t l i m o n o c u tu re s
E . c o li  h y p F  c o -c u l tu re s
P . p u t id a 1 2 2 6 4 c o -c u l tu re s
R . e t l i c o -c u tu re s
b
 
های کنترلی در محیط کشت زیست و کشتهای همهیدروژن تولید شده و اکسیژن موجود در فضای باالسری کشت. 6-4شکل 
TAP  و در شدت نورPPFD 50. ی اکسیژن موجود در فضای باالسری، غلظت اکسیژن ها، غلظت اولیهدر ابتدای تمام آزمایش
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از  هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است. اتمسفری است.
 حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
 
مشاهده  اسیداستیکفاز دوم تولید هیدروژن تنها پس از اضافه کردن  کالمیدوموناسهای کنترلی در کشت
 7-4شود )شکل شوند، هیدروژن تولید نمیها اضافه میگلوکز و مانیتول( به این کشتشود. زمانی که قندها )می
(a کالمیدوموناسلی های کنترسیژنی در کشتاکسبب بروز شرایط کم اسیداستیک((. مطابق انتظار تنها افزودن 
را برای رشد هتروتروفی  تواند گلوکز و مانیتولدهد که این جلبک نمی((. این نتایج نشان میb) 7-4شود )شکل می
 . [57]ها مشابه نتایج حاصل شده از مطالعات گذشته است در این کشت اسیداستیکمصرف کند. اثر افزودن 
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در پس از افزودن منابع کربنی آلی  کالمیدوموناسهای تولید هیدروژن و مقدار اکسیژن موجود در فضای باالسری کشت. 7-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است.  .PPFD 50شدت نور 
 : مانیتول.Man: گلوکز و Glc، اسیداستیک: AAت. حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش اسآمده از 
 
( اسیداستیکزیست فاز دوم تولید هیدروژن در تمام شرایط )پس از افزودن قندها یا های همدر تمام کشت
 .((a ،d ،g) 8-4شود )شکل مشاهده می
شود، در حالی که این زیادی هیدروژن تولید می دارمق کالیایزیست های همپس از افزودن گلوکز به کشت
روز( در  6((. تولید متوسط و طوالنی مدت هیدروژن )حداقل a) 8-4تولید تنها برای یک روز ادامه دارد )شکل 
 ،d) 8-4شود )شکل پس از افزودن قندها مشاهده می ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همکشت
gها اضافه نشده است، از روز چهارم در شرایط هوازی قرار گرفته )شکل یچ منبع کربنی به آنه هی کهای((. کشت
8-4 (b ،e ،h8-4کنند )شکل (( و هیدروژن تولید نمی (a ،d ،gهای کنترلی ها در کشت((. هیچ کدام از باکتری
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 ریزجلبکدر شرایط آزمایش  اینابر(، بن8-4کنند )شکل پس از افزودن منابع کربنی جدید هیدروژن تولید نمی
 ی هیدروژن است.تنها تولید کننده
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T im e  (d )
C o -c u ltu re s  T A P + (G lc /M a n )+ A A
















T im e  (d )
B a c te r ia  m o n o c u ltu re s  T A P + (G lc /M a n )





































T im e  (d )
C o -c u ltu re s  T A P + (G lc /M a n )
T im e  (d )
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های در پنل ت پس از افزودن منابع کربنی آلی.زیسهای همدر کشت اسیداستیکتولید هیدروژن، مقدار اکسیژن و تجمع . 8-4شکل 
c ،f  وiمراجعه شود(.  9-4اضافه شده است، نشان داده نشده است )به شکل  اسیداستیکها قند+زیستی که به آنهای هم، کشت
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است. 
 : مانیتول.Man: گلوکز و Glc، اسیداستیک: AAمستقل هر آزمایش است. 
 
هردو  اسیداستیکزیست، زمانی که قند و های همساعت اول در تمام کشت 24ر هیدروژن د التر تولیدنرخ با
شود ها اضافه شده است حاصل میاند نسبت به زمانی که تنها قند به کشتهای مربوطه افزوده شدهبه کشت
 (.3-4و جدول  8-4)شکل 
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 48، 24های تولید منابع مختلف کربن آلی. نرخ از افزودن زیست پسهمهای ( در کشتml/L.dayنرخ تولید هیدروژن ). 3-4جدول 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه ساعت پس از افزودن منابع کربنی اندازه گرفته شده است.  72و 










 Glc/Man AA Glc Glc+AA Glc Glc+AA Man Man+AA 
h 24 00/0 ± 0 2/2 ± 3/7 5/4 ± 0/21 4/2 ± 6/29 2/0 ± 62/0 3/2 ± 5/8 63/0 ± 13/1 82/0 ± 36/4 
h 48 00/0 ± 0 42/0 ± 2/3 15/0 ± 72/0 07/0 ± 01/1 03/0 ± 81/1 6/0 ± 20/5 05/0 ± 85/0 09/0 ± 59/1 
h 72 00/0 ± 0 00/0 ± 0 005/0 ± 02/0 002/0 ± 04/0 14/0 ± 77/1 19/0 ± 72/1 11/0 ± 92/1 28/0 ± 57/1 
 
نابع کربنی جدید به ساعت پس از افزودن م 24ها زیست در تمام حالتهای هماز آنجایی که تمام کشت 
رسند، اختالف در نرخ تولید هیدروژن مربوط به سطح اکسیژن موجود در فاز گاز در تماس شرایط کم اکسیژنی می
زیست تولید های همدر تمام کشت اسیداستیک((. بنابراین حضور b ،e ،h) 8-4ها ندارد )شکل با محیط کشت
اکسیژنی نیست. نتایج مشابهی در به فراهم ساختن شرایط کم دهد و این تاثیر محدودهیدروژن را افزایش می
. قبل و بعد از افزودن منابع کربنی جدید، غلظت [57]حاصل شده است  کالمیدوموناسهای خالص کشت
ها به صورت روزانه اندازه گرفته شده ، گلوکز و مانیتول در کشتاسیدالکتیک، فرمیکاسید، اتانول، اسیداستیک
 (.10-4و  9-4، 8-4است )شکل 
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C h la m y d o m o n a s  m o n o c u ltu re s  T A P + A A
E . c o li c o -c u ltu re s  T A P + G lc + A A
P . p u t id a  1 2 2 6 4  c o -c u ltu re s  T A P + G lc + A A
R .e tl i c o -c u ltu re s  T A P + M a n + A A
 
 ها.به محیط کشت اسیداستیکفزودن قندها به همراه زیست پس از اهای همدر کشت اسیداستیکع/مصرف متج. 9-4شکل 
 : مانیتول.Man: گلوکز و Glc، اسیداستیک: AAاطالعات حاضر میانگین نتایج حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. 
 
 اسیداستیک، کالیایزیست و کنترلی های همساعت پس از اضافه کردن گلوکز به هر دو نوع کشت 24 
شوند. این نتایج ( به محیط کشت ترشح می10-4)شکل  اسیدفرمیکو  اسیدالکتیکانول، ات ((،c) 8-4)شکل 
است. از سوی دیگر در  1یریسریع گلوکز به محصوالت تخم ه کردنی قابلیت این باکتری در متابولیزنشان دهنده
بسیار کاهش  میکدفراسی، اتانول و اسیداستیک، تجمع ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همکشت
و  سودوموناس پوتیدازیست های همدر کشت اسیداستیک(. 10-4و  8-4رسد )شکل یافته و اغلب به صفر می
(. در مقایسه با اتانول، 8-4گیری است )شکل ام قابل تشخیص و اندازه6ام و 7به ترتیب از روزهای  ریزوبیوم اتلی
نسبت  ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همتکش در اسیدالکتیک، تجمع اسیداستیکو  اسیدفرمیک
ت مسیرهای کاتابولیکی قندها ی تفاومشهودتر است. این اطالعات نشان دهنده کالیایزیست های همبه کشت
مسیر کاتابولیکی تخمیر مخلوط  کالیایزیست های همها در شرایط آزمایش است. احتماال کشتدر این ارگانیسم
به عنوان محصوالت نهایی  اسیدالکتیک، اتانول و اسیدفرمیک، اسیداستیککنند که در نتیجه را طی می 2ااسیده
مسیرهای کاتابولیکی  ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همکشتیابند. در صورتی که در تجمع می
وند، فعال شنشان داده نشده است( می اسید )اطالعاتو سوکسینیک اسیدالکتیکدیگری که غالبا منجر به تولید 
 
1 Fermentative products 
2 Mixed acid fermentation 
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پایان روز نهم در محیط کشت موجود هستند که  زیست، گلوکز و مانیتول تاهای هم. در تمام کشت[98]هستند 
های همچنین در کشت(. 10-4ها نیستند )شکل ای در کشتی آن است که قندها عامل محدودکنندهنشان دهنده
شود، اسیداستیک، اتانول، اسیدالکتیک و اسید ها اضافه نمیکنترلی که هیچ منبع کربن جدیدی به آنزیست هم
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C o -c u ltu re s  T A P + (G lc /M a n )
T im e  (d )
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B a c te r ia  m o n o c u ltu re s  T A P + (G lc /M a n )
R . e t l i
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تجمع اتانول،  بن آلی.ست پس از افزودن منابع کرزیهای همروند تولید محصوالت آلی و مصرف قندها در کشت. 10-4شکل 
گیری و نشان داده شده است. اطالعات اند. مصرف گلوکز و مانیتول نیز اندازهاز روز چهارم نشان داده شده اسیدالکتیکو  اسیدفرمیک
: Man: گلوکز و Glc، اسیداستیک: AAنشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. 
 ل.نیتوما
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( با ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدا، کالیایش در این تحقیق )به طور کلی هر سه باکتری مورد آزمای
((. c ،f ،i) 8-4کنند )شکل های متفاوت، تولید می، هرچند با نرخاسیداستیکمصرف قندها )گلوکز و مانیتول( 
ت(، ساع 24پس از  mM 45/4مصرف گلوکز را دارند )ا ب اسیداستیکنرخ باالی تولید  کالیایزیست های همکشت
به ترتیب  تولید استیک اسید بسیار کم نرخ ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همکه درکشتدر حالی
ها با مصرف قندها در باکتری اسیداستیکشود. این اختالف نرخ تولید ساعت مشاهده می 48ساعت و  72پس از 
زیستی که تنها قند های همزیست باشد. در کشتهمهای یل نرخ تولید متفاوت هیدروژن در کشتتواند دلمی
در محیط کشت و تولید  اسیداستیکی منطقی و خوبی بین تجمع ها اضافه شده است، رابطهمربوطه به آن
ودن گلوکز، مقدار ساعت پس از افز 24در طول  کالیایزیست مهای ههیدروژن وجود دارد. برای مثال در کشت
( در فاز گاز باالسری تولید ml/day 21در محیط کشت و هیدروژن با نرخ بسیار باال ) اسیداستیکادی بسیار زی
سودوموناس زیست های همدر محیط کشت اسیداستیک(. در حالی که در همین مدت تجمع 3-4شوند )جدول می
گیری نبوده و هیدروژن نیز با نرخ پایینی )به ترتیب هاندازقابل به حدی ناچیز است که  ریزوبیوم اتلیو  پوتیدا
ی تولید های اولیهشود که این اختالف در نرخ(. یادآوری می3-4شود )جدول تولید می ml/day 13/1و  62/0
ساعت به شرایط  24پس از زیست های همهیدروژن مستقل از سطح اکسیژن محیط است زیرا تمام کشت
 (.8-4ند )شکل رساکسیژنی میکم
زمان و قند مربوطه به طور هم اسیداستیکی تولید هیدروژن زمانی که همانطور که قبال بیان شد، نرخ اولیه
شود. ها افزوده میزیست اضافه شوند بیشتر از زمانی است که تنها قند به محیط کشت این کشتهای همبه کشت
سودوموناس  زیستهای همها در کشتکربنی جدید به کشتساعت اول پس از افزودن منابع  24تالف در این اخ
( این اختالف در نرخ تولید هیدروژن تقریبا از بین h 48-72مشهودتر است. پس از آن ) ریزوبیوم اتلیو  پوتیدا
اضافه  اسیداستیک ریزوبیوم اتلی و سودوموناس پوتیدازیست های هم(. در کشت3-4و جدول  8-4رود )شکل می
های تولید ( که دقیقا با نرخ9-4شود )شکل تمام می h 48و  72کامل بعد از به ترتیب  وز چهارم به طورشده در ر
موجود در محیط کشت و نرخ تولید  اسیداستیک(. شباهت زیادی در غلظت 3-4هیدروژن مطابقت دارد )جدول 
الوه، با وجود اینکه در شود. به عمشاهده می ریزوبیوم اتلیو  وموناس پوتیداسودزیست های همهیدروژن در کشت
در  اسیداستیک ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همروزهای اول پس از افزودن قند به محیط کشت
 اسیداستیکشود فرض بر آن است که مقدار در کروماتوگرافی مایع مشاهده نمی RIDگیری دتکتور حد دقت اندازه
، نه تنها کالیایزیست های همسوی دیگر در کشتشود. از ژن تولید و مصرف میمورد نیاز برای تولید هیدرو
یابد یبیشتری در محیط کشت تجمع م اسیداستیکشود و بلکه افزوده شده در روز چهارم مصرف نمی اسیداستیک
لید تو بر اسیداستیکاثر افزودن  کالیایزیست های همدر کشت اسیداستیک(. تجمع سریع و شدید 9-4)شکل 
های تولید هیدروژن پس از دهد. به همین دلیل اختالف اندکی در نرخها را کاهش میهیدروژن در این کشت
 شود.یمشاهده م کالیایزیست های همافزودن منابع کربنی جدید به کشت
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متفاوت زیست های همتداوم تولید هیدروژن در فاز دوم تولید )پس از افزودن منابع کربنی جدید( در کشت
حداقل شش روز ادامه دارد. در  ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های هماست. تولید هیدروژن در کشت
(. پایداری در 8-4شود )شکل دروژن مشاهده میتنها یک روز تولید هی کالیایزیست های همحالی که در کشت
زیست های هم. اضافه کردن گلوکز به کشتط استمرتب کالمیدوموناسهای تولید هیدروژن به زنده بودن سلول
ها (، همچنین رنگ این کشت11-4شود )شکل سبب کاهش سریع مقدار کلروفیل موجود در کشت می کالیای
هستند. از  کالمیدوموناسهای ی مرگ سلول(. این نتایج نشان دهنده12-4شکل کند )از سبز به زرد تغییر می
پس از اضافه کردن  ریزوبیوم اتلیو  سودوموناس پوتیدازیست های همجود در کشتسوی دیگر مقدار کلروفیل مو
بت باقی ها به صورت سبز ثا( و رنگ آن11-4ها تغییر نکرده )شکل به ترتیب گلوکز و مانیتول به این کشت
ع مقدار (. تجم8-4شود )شکل حاصل می تربرای مدت زمان طوالنیماند و به همین دلیل تولید هیدروژن می
)پایین  سبب اسیدی شدن محیط کشت کالیایزیست های همی ترشح شده در کشتزیادی محصوالت تخمیر
 شود.می کالمیدوموناسهای و در نتیجه مرگ سلول (5/4تا حدود  pHآمدن 
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P . p u t id a  1 2 2 6 4 T A P + G lc P . p u t id a  1 2 2 6 4  T A P + G lc + A A
R .e tl i T A P + M a n + A AR . e t l i T A P + M a n
 
ها از روز چهارم نشان غلظت کلروفیل کشت آلی.ت پس از افزودن منابع کربنی زیسهای همغلظت کلروفیل در کشت. 11-4شکل 
، استیکاسید: AAداده شده است. اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. 
Glc گلوکز و :Man.مانیتول : 
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های کشت به ترتیب از چپ به راست ز و مانیتول(.افزودن قندها )گلوکپس از  h 24 ،زیستهای همکشت تغییر رنگ. 12-4شکل 
  اند.داده شدهنشان  اتلی ریزوبیوم-کالمیدوموناسو  12264 پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناس، کالیای-کالمیدوموناس زیستهم
 
در محیط کشت  اسیداستیکتوان نتیجه گرفت که حضور به طور کلی با توجه به نتایج به دست آمده می
ها و یا اضافه شده به محیط کشت( اثر مثبتی بر تولید هیدروژن دارد و این اثر اکتریشده از متابولیسم ب )تولید
شود. در مطالعات گذشته نشان داده شده است که زمانی که اکسیژنی محدود نمیبه فراهم ساختن شرایط کم
ته باشد، مسیر در روشنایی قرار داشر شرایط کم اکسیژنی و د اسیداستیکدر محیط کشت غنی از  کالمیدوموناس
. در این شرایط بین تولید هیدروژن [93, 57]، مسیر متابولیکی غالب تولید هیدروژن است 2مستقل از فتوسیستم 
ممکن است بین تولید  اند که. تحقیقات گذشته بیان داشته[57]ی نشاسته ارتباطی وجود ندارد و مقدار ذخیره
. ممکن [97, 96, 57]اکسیژنی ارتباط وجود داشته باشد به خصوص در شرایط کم اسیداستیکهیدروژن و مصرف 
به متابولیسم  کالمیدوموناسدر  اسیداستیکاست در شرایط کم اکسیژنی مسیرهای متابولیکی مربوط به مصرف 
های الزم برای تولید هیدروژن از طریق مسیر متابولیکی مستقل کلروپالست مرتبط باشد و به صورت بالقوه الکترون
دهند که یق به وضوح نشان می. اطالعات به دست آمده در این تحق[97, 96, 57]را فراهم کنند  2از فتوسیستم 
 .دارد کالمیدوموناسنقش موثر و فعالی در تولید هیدروژن در  اسیداستیکمصرف 
 کالیای-کالمیدوموناسزیست های همتولید هیدروژن در کشت 1افزاییهم . 4-3-2
باالترین ظرفیت تولید هیدروژن را دارند.  کالیای-کالمیدوموناسزیست نتایج قبل نشان دادند که کشت هم
این پتانسیل بنابر ( بود.ΔhypFای جهش یافته فاقد آنزیم هیدروژناز )مورد بررسی، سویه کالیایی هرچند سویه
ها بررسی نشد. به این منظور در این بخش از تولید هیدروژن در این کشت فراینداین باکتری برای شرکت در 
( E. coli K12) کالیایی وحشی از و سویه کالمیدوموناسزیست شامل های همژن در کشتتحقیق تولید هیدرو
 کالمیدوموناسهای سلول پذیریزیستبر مخرب شدیدی  گلوکز اثر mM 25مطالعه شده است. همچنین افزودن 
 
1 Synergy 
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شتر کارایی محیط( داشت. به همین دلیل برای پایداری بی pHزیست )احتماال به دلیل کاهش های همدر کشت
( بررسی شده است. به عالوه تحقیقات mM 10و   5، 1های کمتر گلوکز )زیست افزودن غلظتهای هماین کشت
در  TAPدر محیط کشت  کالمیدوموناسهای خالص د که بهینه تولید هیدروژن در کشتانگذشته نشان داده
توازن بین تولید و مصرف اکسیژن ، PPFD 12شود. در معرض شدت نور حاصل می PPFD 12معرض شدت نور 
دیگر تر نسبت به شدت نورهای منجر به ایجاد کم اکسیژنی و باقی ماندن در این شرایط برای مدت زمان طوالنی
بر تولید  کالیای. بنابراین در این بخش به منظور بررسی اثر حضور [57]یابد شده و تولید هیدروژن افزایش می
در شرایط آزمایش و یافتن بیشینه تولید هیدروژن از مجموع تولید هیدروژن   کالمیدوموناسهیدروژن در ی بهینه
 PPFD 12ها در معرض شدت نور و تولید تخمیری هیدروژن در باکتری، تمام آزمایش ریزجلبکدر روشنایی در 
و  کالیای-کالمیدوموناسزیست های همگلوکز به کشت mM 10و  5، 1اند. در ابتدا اثر افزودن انجام شده
در روز پنجم آزمایش، زمانی  PPFD 12و باکتری در معرض شدت نور  ریزجلبکهای خالص کنترلی این کشت
نتایج نشان داده شده  (.4-4)جدول  ارزیابی شده استها مصرف شد، ی اسیداستیک در تمام کشتکه مقدار اولیه
ها در روز هشتم آزمایش، و غلظت کلروفیل در کشت pHالعات به دست آمده از تولید هیدروژن، ، اط4-4در جدول 
از آنجا که  شود، است.ها پس از افزودن مقادیر مختلف گلوکز متوقف میزمانی که تولید هیدروژن در تمام کشت
یری بر رشد و تولید هیدروژن های گلوکز تاثد، بنابراین هیچ کدام از غلظتشونمیمصرف  ریزجلبکگلوکز توسط 
زیست و های همگلوکز به کشت mM 1ندارند. همچنین اضافه کردن  کالمیدوموناسهای خالص در کشت
ها ندارد و بهبودی در تولید اثر قابل توجهی بر سطح اکسیژن موجود در این کشت کالیایهای خالص کشت
گلوکز، فاز دوم تولید هیدروژن در هر دو گروه  mM 10و  5کند. در حالی که پس از افزودن هیدروژن ایجاد نمی
 شود.به مدت یک یا دو روز مشاهده می کالیایهای خالص زیست و کشتهای همکشت
و کشت  کالیای-کالمیدوموناس زیستهای همو درصد تغییرات غلظت کلروفیل در کشت pHتولید هیدروژن، تغییرات . 4-4جدول 
( استفاده K12 MG1655) کالیایی وحشی ها. از سویههای مختلف گلوکز به محیط کشتافزودن غلظت پس از کالیایکنترلی 
 شده است. اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
غلظت 
 گلوکز













mM 0 00/0 ± 0 00/0 ± 0 02/0 ± 64/7 01/0 ± 42/7 0 - 
mM 1 06/0 ± 1/0 00/0 ± 0 04/0 ± 51/7 01/0 ± 32/7 8/7 + - 
mM 5 56/2 ± 9/11 56/0 ± 8/3 08/0 ± 13/7 07/0 ± 62/6 2/1 + - 
mM 10 82/0 ± 10 19/2 ± 4/10 15/0 ± 17/5 02/0 ± 39/5 1/20 - - 
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زیست بیشتر از سه برابر تولید های همگلوکز اضافه شده است، تولید هیدروژن در کشت mM 5زمانی که 
گلوکز، تولید هیدروژن در  mM 10ن که پس از افزوداست. در حالی  کالیایهای خالص هیدروژن در کشت
اضافه کردن (. با 4-4کند )جدول نمی کالیایهای خالص زیست تغییر قابل توجهی نسبت به کشتهای همکشت
های شود و در کشتمی 6کمتر از  pHگلوکز،  mM 10یابد. پس از اضافه کردن محیط کاهش می pHگلوکز 
 mMه پس از افزودن شود. شرایط اسیدی حاصل شدزمان مشاهده میفیل به طور همزیست کاهش مقدار کلروهم
(. بنابراین مشارکت 4-4و جدول  11-4ل شود )شکمی کالمیدوموناسهای گلوکز و یا بیشتر سبب مرگ سلول 10
خیص زیست قابل تشهای همگلوکز به کشت mM 10و باکتری در تولید هیدروژن پس از افزودن  ریزجلبکبین 
تنها زمانی قابل مشاهده  کالیای-کالمیدوموناسزیست های همژن در کشتافزایی تولید هیدرونیست. اثر هم
 pHاضافه شود زیرا بر طبق اطالعات به دست آمده از غلظت کلروفیل و گلوکز به محیط کشت  mM 5است که 
و  کالیای-کالمیدوموناسزیست هم هایمانند. کشتزنده باقی میدر این شرایط  کالمیدوموناسهای سلول
به صورت  mM 5کشت داده شده و پس از آن  TAPدر محیط کشت  کالیایو  کالمیدوموناسهای خالص کشت
(. قبل از اضافه کردن گلوکز، تنها 13-4ها اضافه شده است )شکل در دفعات گوناگون به این کشت ناپیوسته و
گلوکز پس از  mM 5ز وکنند. اولین دهیدروژن تولید می وموناسکالمیدهای خالص زیست و کشتهای همکشت
های زیست و کشتهمهای در روز پنجم به تمام کشت TAPپایان اولین فاز تولید هیدروژن در محیط کشت 
زیست و اولین فاز تولید های همشود. پس از افزودن گلوکز دومین فاز تولید هیدروژن در کشتخالص اضافه می
 ml/Lزیست )های همشود. مجموع تولید هیدروژن در کشتظاهر می کالیایهای خالص در کشتهیدروژن 
های خالص به ترتیب در کشت ml/L 4/4و  7/9های خالص )( بیشتر از مجموع تولید هیدروژن در کشت3/22
زیست این دو های همافزایی تولید هیدروژن در کشتی هم( است که نشان دهندهکالیایو  کالمیدوموناس
زمانی که تولید هیدروژن در فاز ها، ز گلوکز به محیط کشتومیکروارگانیسم است. سه روز پس از ورود اولین د
ها اضافه شده است. سومین فاز تولید هیدروژن در گلوکز به کشت mM 5ز ودوم به پایان رسیده است، دومین د
(. سه 13-4شود )شکل ( مشاهده میml/L 4/5) یکالایهای خالص ( و کشتml/L 5/9زیست )های همکشت
( 13-4شود )شکل گلوکز مقدار قابل توجهی هیدروژن تولید نمی mM 5ز وروز بعد پس از اضافه کردن سومین د
 (.14-4در وضعیت ظاهری مناسبی قرار دارند )شکل  کالمیدوموناسهای کشتبا اینکه 
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C h la m y d o m o n a s  m o n o c u ltu re s
C h la m y d o m o n a s -E . c o li K 1 2 c o -c u l tu re s
E .c o li K 1 2  m o n o c u ltu re s
 
 پس از تزریق گلوکز به صورت فدبچ. کالیای-کالمیدوموناسزیست های همدروژن در کشتد هیتولی. 13-4شکل 
 mM 5( استفاده شده است. K12 MG1655) کالیایی وحشی از سویه اند.کشت داده شده PPFD 12ها در شدت نور ارگانیسم
نشان داده شده است. اطالعات نشان  به صورت تجمعی گلوکز در سه بچ تزریق شده است. تولید هیدروژن قبل و پس از هربار تزریق
 ده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.دا
 
 
به ترتیب از چپ به  های مختلف.در محیط کشتام 12در روز  کالیای-کالمیدوموناسزیست های همکشت تصویر. 14-4شکل 
 گوکز اضافه شده است.  mM 5ز وکه به آن سه د TAPی شت بر پایهمحیط کو در  TAPراست در محیط کشت 
 
ساعت به طور کامل در  24دهد که گلوکز اضافه شده در هر فاز در طول مدت نتایج آنالیز فاز مایع نشان می
ساعت  24شود. محصوالت تخمیری به دست آمده مصرف می کالیایهای خالص زیست و کشتهای همکشت
اند. به طور کلی، اختالف قابل گردآوری شده 5-4ز گلوکز ارزیابی شده و نتایج در جدول وافزودن هر د بعد از
مشاهده  کالیایهای خالص زیست و کشتهای همدر کشت اسیدالکتیکو  اسیدفرمیکتوجهی بین تجمع اتانول، 
زیست های همکشتها در یط کشتز گلوکز به محوپس از ورود اولین د اسیداستیکشود. در حالی که تجمع نمی
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 %19ز گلوکز این اختالف به واست. پس از افزودن دومین د کالیایهای خالص کمتر از تجمع آن در کشت 70%
زیست های همز گلوکز( مقدار این متابولیت در هر دو کشتوروز )اضافه کردن سومین د 12یابد و پس از کاهش می
ی این است که مقدار مصرف آن در هر دو گروه شان دهندهرابر است که نهای خالص باکتری تقریبا بو کشت
 (. 5-4ها یکسان است )جدول کشت
پس از تزریق فدبچ گلوکز.  کالیایهای کنترل و کشت کالیای-کالمیدوموناسزیست های همتجمع مواد آلی در کشت. 5-4جدول 
ها تزریق شده به محیط کشت 11و  8، 5در روزهای  گلوکز mM 5ت. ( استفاده شده اسK12 MG1655) کالیایی وحشی از سویه
ساعت بعد از تزریق گلوکز گزارش شده است. اطالعات نشان داده  24و اتانول،  اسیدالکتیک، اسیدفرمیک، اسیداستیکاست. غلظت 
 شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
 day) 6 9 12زمان ) کشت
 زیستهای همکشت
 کالیای 
 5/5 ± 6/0 2/4 ± 1/0 4/1 ± 3/0 اسیداستیک
 4 ± 3/0 7/3 ± 2/0 3 ± 2/0 اسیدفرمیک
 nd 0/0 ± 2/0 3/0 ± 1 اسیدالکتیک




 7/5 ± 1/0 2/5 ± 4/0 7/4 ± 4/0 اسیداستیک
 3/2 ± 3/0 6/4 ± 5/0 1/3 ± 1/0 میکدفراسی
 9/0 ± 1/0 1/0±  0/0 1/0 ± 00/0 اسیدالکتیک
 7/4 ± 3/0 4/3 ± 2/0 3/2 ± 0/0 اتانول
           nd: not detected 
 
در طول زمان آزمایش  کالیایتولید شده توسط  اسیداستیکبرای مصرف  کالمیدوموناسبنابراین ظرفیت 
های خالص در کشت اسیداستیکدر مطالعات گذشته کاهش توانایی مصرف  ر کهانطو، همیابدکاهش می
شود گزارش ها اضافه میروز به کشت 10به طور مستقیم و ناپیوسته در مدت  اسیداستیکوقتی  کالمیدوموناس
 اسیداستیکمنابع مغذی دیگر مانند منبع نیتروژن سبب قطع مصرف  . به احتمال زیاد تمام شدن[57]شده است 
این مشکل را حل کرد. کاهش ظرفیت مصرف  1در شرایط پیوسته زیستکشت همشود. ممکن است بتوان با می
 mMز سوم وردن دی علت احتمالی توقف تولید هیدروژن پس از اضافه کروز نشان دهنده 12بعد از  اسیداستیک
 (. 13-4زیست است )شکل های همکشت گلوکز به 5
 
1 Continuous 
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و باکتری همراه است. دو  کالمیدوموناساین تحقیق اولین گزارش از تولید تجمعی هیدروژن در  ،با دانش ما
ها که غنی از تحقیق دیگر نیز در رابطه با تولید هیدروژن در جلبک در محیط کشت بازمانده از کشت باکتری
در محیط کشت غنی شده  L/2ml H 2/191، 1میکراکتینیوم ریسریاست، گزارش شده است. جلبک  کاستیاسید
. به طور مشابه، افزودن گلوکز به [99]تولید کرده است  ت(ات و بوتیرااز محصوالت تخمیری باکتریایی )است
در محیط کشت شده است. کشت جلبک در این محیط  اسیداستیکفاضالب در شرایط تخمیری سبب تجمع 
 کلرالای از ( در کنسرسیوم طبیعی که سویه2mmol H 22/5یش تولید هیدروژن در روشنایی )کشت سبب افزا
ز این تحقیق مطابقت داشته و ها با نتایج به دست آمده ا. این گزارش[100]جمعیت غالب آن است شده است 
ها برای تولید هیدروژن استفاده کنند. توانند از محصوالت تخمیری باکتریها میریزجلبکدهند که نشان می
ار هیدروژن تولید شده در مطالعات ذکر شده بیشتر از مقدار حاصل شده در این تحقیق است زیرا در طراحی مقد
ها بهینه نیست. برای مثال مواد مورد نیاز برای رشد باکتری کالیایدروژن در های ما شرایط برای تولید هیآزمایش
وجود ندارند. هرچند در  TAPیوتین در محیط کشت ها و کوفاکتورها( مانند تیامین، ریبوفالوین یا ب)ویتامین
ها در محیط اکتریها ناشناخته بوده و تولید هیدروژن در فاز دوم سیستم پس از رشد بتحقیقات ذکر شده باکتری
رش نشده افزایی تولید هیدروژن تا کنون گزاافتد. همچنین همکشت اولیه و ترشح محصوالت تخمیری اتفاق می
 است.
 باکتری منابع مناسبی برای تولید هیدروژن هستند.-ریزجلبک. جوامع 3-3-4
با  ریزجلبکزیست این های همدر کشت کالمیدوموناسدهند که تولید هیدروژن توسط ها نشان میگزارش
( بهبود یافته TAP-S( و عاری از سولفور )TAPهای مختلف در هر دو شرایط کشت غنی از مواد مغذی )باکتری
کنند استفاده شده است. تنها هایی که هیدروژن تولید نمی. در بیشتر این تحقیقات از باکتری[65–58]است 
Lakatos ( که  2یوتروفا راستونیاو  وسرودوکوک، کالیایهایی مانند زیستی باکتری( از هم2014و همکاران
در محیط  زیستکشت همنوع استفاده شده است. هرچند هر سه  کالمیدوموناسپتانسیل تولید هیدروژن دارند با 
است. قابل توجه است که  بوده اسیداستیک در آن کشتی مورد بررسی قرار گرفتند که تنها منبع کربن موجود
ها که فاقد فعالیت آنزیم هیدروژناز هستند ی این باکتریهای جهش یافتهمحققان در این تحقیق اغلب از سویه
توده، نشاسته و یا محصوالت به عنوان منبع زیست کالمیدوموناسالعات، اند. در گروه دیگری از مطاستفاده کرده
. برخالف [101, 79, 68]ها استفاده شده است تولید هیدروژن توسط باکتریتخمیری حاصل شده از نشاسته برای 
به خصوص تولید ترکیبی آن، توسط های مختلف، تولید هیدروژن، زیست شامل باکتریهای همکشت
  .[18] )یا جلبک دیگر( و شریک باکتریایی به ندرت بررسی شده است کالمیدوموناس
 
1 Micractinium reisseri 
2 Ralstonia eutropha 
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-کالمیدوموناسزیست های هممنابع کربنی مختلف بر تولید هیدروژن در کشتدر این بخش از تحقیق، اثر  
تنها  اسیداستیکاکتری در روشنایی بررسی شد. نتایج نشان دادند که تولید هیدروژن در محیط کشت عاری از ب
اکتری موجود قند را اضافه شود. بباکتری قند -کالمیدوموناسزیست های همپذیر است که به کشتزمانی امکان
کند.  نتایج بخش قبل نشان دادند که حضور های تخمیری تولید میفرایندرا در  اسیداستیکمصرف کرده و 
اکسیژنی و در روشنایی ضروری در شرایط کم کالمیدوموناسدر محیط کشت برای تولید هیدروژن در  اسیداستیک
های زیستی باکترکشت اضافه کرد و یا از همبه طور مستقیم به محیط توان مورد نیاز را می اسیداستیکاست. 
تنها به فراهم ساختن شرایط  اسیداستیکمند شد. نقش بهره کالمیدوموناسی این متابولیت با تولید کننده
ت. مرتبط اس ریزجلبکاکسیژنی محدود نشده و به احتمال زیاد متابولیسم مصرف آن به تولید هیدروژن در این کم
نیاز به تحقیق و بررسی دقیق دارد. دانستن  کالمیدوموناسدر تولید هیدروژن در  اسیداستیکین نقش بنابرا
کند که بتوانیم در آینده بازده تولید را از به ما کمک می اسیداستیک مکانیزم دقیق تولید هیدروژن در حضور
 طریق بهبود شرایط فیزیولوژی و دستکاری ژنتیکی افزایش دهیم.
ی باکتریایی و بررسی اثر . بخش سوم: خالص سازی و شناسایی اعضای جامعه4-4
 زیست.مهای هدر کشت کالمیدوموناسها بر رشد و تولید هیدروژن این باکتری
با اثر  ومینوساروملگریزوبیوم ی باکتریایی جدا شده از کشت زیستی یک جامعهدر این قسمت از تحقیق اثر هم
زیست این های همدر کشت کالمیدوموناسبر رشد و تولید هیدروژن  12264 پوتیدا اسسودومونزیستی هم
مقایسه و بررسی شده است.  PPFD 50 و تحت شدت نور  TAPها با جلبک نامبرده در محیط کشت باکتری
 (. 16-4، 15-4)شکل 
زیستی دهد. همشده نشان میهای بررسی ی باکتریایی ناشناخته عملکرد متفاوتی نسبت به دیگر باکتریجامعه
بیشتر( در تولید هیدروژن نسبت به مقدار  %167برابر،  67/2ی میکروبی سبب بهبود قابل توجهی )با این جامعه
که برخالف دیگر ((. در حالیa) 15-4شود )شکل در کشت انفرادی می کالمیدوموناستولید شده توسط 
ی باکتریایی به تنهایی قادر ( این جامعهپوتیدا سودوموناسور مثال های مطالعه شده در این تحقیق )به طباکتری
(( در طول آزمایش نیست. b) 15-4(( و در نتیجه تنفس اکسیژن )شکل c) 15-4)شکل  اسیداستیکبه مصرف 
ی باکتریایی نسبت به زیستی این جامعهنشان داده شده است هم 16-4از سوی دیگر همانطور که در شکل 
ندارد. همچنین در طول آزمایش  کالمیدوموناساثر مخرب قابل توجهی بر رشد  پوتیدا دوموناسوسزیستی هم
شود مشاهده نمی TAPی باکتریایی در محیط کشت ی این جامعهرشد قابل مالحظه پوتیدا سودوموناسبرخالف 
 (. 17-4 )شکل
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ی قیق ما را به سمت شناسایی و مطالعهبنابراین نتایج متفاوت و قابل توجه به دست آمده از این قسمت از تح
های توان در بخشیی هدایت کرد. به طور کلی مراحل این قسمت از تحقیق را میی باکتریاتر این جامعهدقیق
 ی زیر طبقه بندی کرد:عمده
)رشد و تولید هیدروژن( در  کالمیدوموناسزیستی با تریایی ناشناخته در همی باکبررسی عملکرد جامعه (1
 های مختلف.یط کشتمح
 ی باکتریایی.های جدا شده از جامعهیابی  ژنوم باکتریشناسایی و توالی (2
های های شناسایی شده به صورت انفرادی و ترکیبی بر تولید هیدروژن در کشتی اثر باکتریمطالعه (3
 و انتخاب باکتری موثر بر تولید هیدروژن. کالمیدوموناسزیست با های همکشت انفرادی و
 در منابع کربنی و نیتروژنی مختلف.  میکروباکتریومی رشد مطالعه (4
 ها. زیست این ارگانیسمهای همدر کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناسبررسی رشد طوالنی مدت  (5
در محیط  میکروباکتریومو  کالمیدوموناسزیست های همبررسی تولید هیدروژن و متابولیسم کشت (6
 های مختلف.کشت
و  کالمیدوموناسزیست های همکربن بر تولید هیدروژن در کشت-ثر کنترل منبع نیتروژنی اهمطالع (7
 .میکروباکتریوم
در محیط  میکروباکتریومو  کالمیدوموناسزیست های همد هیدروژن و متابولیسم کشتی تولیمقایسه (8
 های حاوی مانیتول و گلوکز. کشت
 در محیط کالمیدوموناسهای باالی کلروفیل ت با غلظتزیسهای همبررسی تولید هیدروژن در کشت (9
 های مختلف. کشت
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T im e  (d )
 
زیست های همدر کشت (c) اسیداستیکموجود در فضای گاز باالسری و غلظت ( b) ( و مقدار اکسیژنaدروژن )تولید هی. 15-4شکل 
هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده  .ام شده استنجا PPFD 50در شدت نور این آزمایش  .های کنترلیو کشت
 اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. است.
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T im e  (d )
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عات نشان داده شده اطال .PPFD 50در شدت نور های کنترلی جلبک زیست و کشتهای همغلظت کلروفیل در کشت. 16-4شکل 
 میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
 













P . p u t id a  1 2 2 6 4 b a c te r ia l c o n s o r t iu m
 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه  های کنترلی.ها در کشتباکتری نوریی دانسیته. 17-4شکل 
 مایش است.تکرار مستقل هر آز
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در محیط  کالمیدوموناسزیستی با ی باکتریایی ناشناخته در همبررسی عملکرد جامعه .1-4-4
 های مختلف. کشت
جدا شده و  YEMدر محیط کشت ومینوساروم لگریزوبیوم ی باکتریایی از کشت با توجه به این که جامعه
ی مخمر است، در این بخش تولید هیدروژن عصاره منابع کربن و نیتروژن این محیط کشت به ترتیب مانیتول و
های ها در محیط کشتارگانیسممیکروزیست این های همها و کشتجلبک و باکتری های کنترلیتوسط کشت
 بررسی شده است. TAPی مختلف بر پایه
 ،g/L 8/0  +TAP) HTYی مخمر ، )عصارهTAPیش شامل محیط کشت مرسوم های مورد آزمامحیط کشت
 .هستند g/L 8/0  +TAP) HTYMی مخمر + عصاره g/L 10)مانیتول و  g/L 10  +TAP) HTMمانیتول )
کند و به دو دلیل زیر منبع کربن و نیتروژن این رشد می YEMی باکتریایی به خوبی در محیط کشت جامعه
نظر داشته باشید در اند. در به صورت جداگانه و با هم اضافه شده TAPهای مختلف به روهمحیط کشت در گ
 TAPدر محیط کشت  اسیداستیک قابل توجهی از ی باکتریایی توانایی مصرفعهبخش قبل مشاهده شد که جام
 . نداردرا 
 .کالمیدوموناسها توسط بررسی احتمال تامین کردن منبع کربن یا نیتروژن مورد نیاز باکتری (1
زمانی که مواد مغذی  کالمیدوموناسن توسط ها بر رشد و تولید هیدروژی اثر حضور باکتریمقایسه (2
 ها در محیط کشت موجود باشند و نباشند. مطلوب باکتری
600OD کالمیدوموناسی کلروفیل و غلظت اولیه 05/0ی باکتریایی ی جامعهاولیه g/mlµ 10  در نظر گرفته
 انجام شده است.  PPFD 50 ست و آزمایش در معرض شدت نورشده ا
 یدروژن و سطح اکسیژن در فضای باالسری بیوراکتورهاید هتول .1-1-4-4
زیست های همو کشت کالمیدوموناسهای کنترلی در هیچ یک از کشت TMتولید هیدروژن در محیط کشت 
زیست سبب افزایش تولید های همها در کشتهای دیگر حضور باکتریشود. در تمام محیط کشتمشاهده نمی
 ((.  a) 18-4شود )شکل های کنترلی جلبک میتولید شده در کشتهیدروژن نسبت به مقدار 
زیست در محیط کشت ای همههای کنترلی جلبک و کشتتری در هر دو کشتهیدروژن برای مدت طوالنی
TY  سه روز( نسبت به محیط کشت(TAP شود. در محیط کشت )دو روز( تولید میTYM  تولید هیدروژن
ی جامعه-کالمیدوموناسیست زهای همکه در کشتز ادامه دارد. در حالیهای کنترلی جلبک سه روکشت
شود. در فاز اول تولید هیدروژن با نرخ نسبتا یمشاهده م TYMباکتریایی، دو فاز تولید هیدروژن در محیط کشت 
مشاهده ( TAP,TYها )زیست در سایر محیط کشتهای همباال در دو روز اول آزمایش، مشابه عملکرد این کشت
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
  نتایج و تحلیل م:چهارفصل 
90 
شود. از روز چهارم ( تولید میml/L·d 1شود. سپس به مدت دو روز هیدروژن با سرعت بسیار پایینی )کمتر از می
ام به بیشینه نرخ تولید 23تولید هیدروژن با روند صعودی در نرخ تولید مشاهده شده و در روز  آزمایش فاز دوم
(ml/L·d 12/1618-4کل شود )شام متوقف می25کاهش یافته و در روز رسد. پس از آن نرخ تولید مجدد ( می 
(a .)) 
های ی جلبک و کشتهای کنترلهیدروژن بیشتری در هر دو کشت TYMو  TYهای به عالوه، در کشت
 ((. a) 18-4شود )شکل تولید می TMزیست نسبت به محیط کشت هم
ها توانایی تولید ام از محیط کشتی باکتریایی در هیچ کدهای کنترلی جامعهقابل توجه است که کشت
 هیدروژن را ندارند. 
های قبل هماهنگی مناسبی بین تولید هیدروژن، و سطح اکسیژن موجود در فضای باالسری همانند بخش
شود که سطح اکسیژن موجود زمانی تولید می ها تحت هر شرایطی تاها وجود دارد. هیدروژن در تمام کشتکشت
زیست در روز سوم کمی های همسطح اکسیژن در کشت TYMین باشد. در محیط کشت در فضای باالسری پای
ام در شرایط کم اکسیژنی 24ها تا روز یابد ولی پس از آن مجدد کاهش یافته و فضای باالسری کشتافزایش می
 ((. b) 18-4ماند )شکل باقی می
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A lg a  T A P C o -c u ltu re s  T A P B a c te r ia  T A P
A lg a  T M C o -c u ltu re s  T M B a c te r ia  T M
A lg a  T Y C o -c u ltu re s  T Y B a c te r ia  T Y
A lg a  T Y M C o -c u ltu re s  T Y M B a c te r ia  T Y M
b
 
ی جامعه-کالمیدوموناس زیستهای همدر فضای گاز باالسری کشت (b) موجود دار اکسیژنمق ( وaتولید هیدروژن ). 18-4شکل 
اطالعات هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است.  .های مختلفهای کنترلی در محیط کشتو کشت باکتریایی
 آزمایش است. نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل هر
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 رشد .2-1-4-4
 زیستهای همهای کنترلی جلبک و کشتکشت نوری یدانسیته .1-2-1-4-4
ها و ، جذب نوری بهینه برای تخمین غلظت باکتریها بیان شدهمانطور که در بخش مواد و روش
های رشد کشت است. به منظور مقایسه و بررسی روند nm 750و  600به ترتیب در طول موج  کالمیدوموناس
 nm 750و  600ها در هر دو طول موج ی نوری این کشتزیست، دانسیتههای همو کشت کالمیدوموناسکنترلی 
 (. 20-4، 19-4شده است )شکل  گیریاندازهر طول مدت آزمایش ها دو غلظت کلروفیل آن
، TMست در محیط کشت زیهای همهای کنترلی جلبک و کشتی نوری هر دو کشتآشکار است که دانسیته
ی جامعه-کالمیدوموناسزیست های همکند. به عالوه کشتای در طول مدت آزمایش نمیتغییر قابل مالحظه
ی نوری را از روز چهارم آزمایش داشته و روند صعودی را تا پایان آزمایش باکتریایی ناشناخته، بیشترین دانسیته
 (.  19-4کنند )شکل است، حفظ می TYMکشت که به معنای افزایش غلظت سلولی در محیط 
 زیستهای همهای کنترلی جلبک و کشتغلظت کلروفیل کشت. 2-2-1-4-4
، اختالف ناچیزی بین TAPدهد که در محیط کشت غلظت کلروفیل نشان می گیریاندازهنتایج حاصل از 
و این  زیست وجود داردی همهاو غلظت کلروفیل در کشت کالمیدوموناسهای کنترلی غلظت کلروفیل کشت
ندارد                          کالمیدوموناسها اثر منفی بر رشد ی آن است که در این محیط کشت، باکترینشان دهنده
زیست های همهای کنترلی جلبک و کشت(. همچنین روند نزولی در غلظت کلروفیل هر دو کشت20-4)شکل 
 کالمیدوموناسهای ی مرگ سلوله نشان دهندهد کشوایش مشاهده میدر تمام مدت آزم TMدر محیط کشت 
ی اول آزمایش غلظت کلروفیل در ، در یک هفتهTY(. در محیط کشت 20-4در این محیط کشت است )شکل 
ها شدیدا کاهش یافته زیست است. پس از آن، اختالف بین آنهای همهای کنترلی جلبک بیشتر از کشتکشت
 شود. س این اختالف به صورت برعکس ظاهر میرسد و سپبه صفر می ام12و در روز 
ام 15ام در فاز لگاریتمی رشد بوده و سپس تا روز 9های کنترلی جلبک تا روز ، کشتTYMدر محیط کشت 
زیست های همدر کشت کالمیدوموناسهای که سلولشوند. در حالیدر فاز سکون و پس از آن وارد فاز مرگ می
 (. 20-4مانند )شکل ن باقی میدر فاز سکو TYMکشت  در محیط
 ی باکتریاییهای کنترلی جامعهکشت نوری یدانسیته .3-2-1-4-4
 TM, TAPهای ی باکتریایی در محیط کشتشود، رشد در جامعهمشاهده می 21-4همانطور که در شکل 
به  53/0ی نوری ز پنجم با دانسیتهرو در TAPشود. در محیط کشت پس از گذراندن دو روز فاز تاخیر آغاز می
ی ام و رسیدن به دانسیته15ها تا روز رشد باکتری TMکه در محیط کشت رسد. در حالیانتهای فاز لگاریتمی می
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بدون فاز تاخیر  TYM , TYهای یی در محیط کشتی باکتریایابد. از سوی دیگر رشد جامعهادامه می 92/1نوری 
ی ام و رسیدن به دانسیته18ام و 6رشد لگاریتمی به ترتیب تا روز  ،TYMو  TYکشت  شود. در محیطشروع می
ی مخمر و مانیتول توان نتیجه گرفت که حضور عصارهبنابراین می (.21-4یابد )شکل ادامه می 2/2و  76/0نوری 
 تریایی ارتباط دارند. ی باکه ترتیب با حذف فاز تاخیر رشد و رشد بلند مدت و بیشتر جامعهها بدر محیط کشت
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ی جامعه-کالمیدوموناس زیستهای همکشت( nm 750 (b( و nm 600 (aهای در طول موج ی نوریدانسیته. 19-4شکل 
حداقل  اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از .های مختلفدر محیط کشت جلبکهای کنترلی و کشت باکتریایی
 شش تکرار مستقل هر آزمایش است.
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، در محیط های کنترلی جلبکو کشت ی باکتریاییجامعه-کالمیدوموناس زیستهای همغلظت کلروفیل در کشت. 20-4شکل 
 ست.هر آزمایش ا اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل .های مختلفکشت
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اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به  های مختلف.ناخته در محیط کشتی باکتریایی ناشجامعه نوریی دانسیته. 21-4شکل 
 دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل هر آزمایش است.
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های زیست و کشتهای همدر کشت ی باکتریاییی رشد جلبک و جامعهمقایسه. 4-2-1-4-4
 کنترلی
های کشت نوریی ی باکتریایی بر رشد یکدیگر اختالف دانسیتهزیستی جلبک و جامعهبه منظور درک اثر هم
ی باکتریایی در و جامعه کالمیدوموناسهای کنترلی کشت نوریی وع دانسیتهزیست این ارگانیسم با مجمهم
، TYMشود که تنها در محیط کشت ه وضوح دیده می، ب22-4ت. در شکل بررسی شده اس nm 750طول موج 
های کنترلی است. کشت نوریی زیست بیشتر از مجموع دانسیتههای همکشت نوریی از روز چهارم دانسیته
های ها در کشتی رشد حداقل یکی از ارگانیسمزیستی تقویت کنندهی همتوان نتیجه گرفت که رابطهمی
 است.  TYMدر محیط کشت زیست هم
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های کشت نوریی و مجموع دانسیته ی باکتریاییجامعه-کالمیدوموناس زیستی همهاکشت نوریی اختالف دانسیته. 22-4شکل 
مستقل هر آزمایش اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار  .های مختلفکنترلی در محیط کشت
 است.
 
 هاآنالیز متابولیت .3-1-4-4
 TMدر محیط کشت  کالمیدوموناسهای (، سلول20-4با توجه به شواهد حاصل شده از بخش قبل )شکل 
ها تنها در ند. بنابراین آنالیز متابولیتوشدچار مرگ سلولی می زیستکشت همدر هر دو حالت کشت کنترلی و 
 (. 23-4انجام شده است )شکل  TYMو  TAP ،TYهای محیط کشت
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شود زیست به ترتیب تا روز دوم و سوم مشاهده میهای همدر کشت اسیداستیک، TYو  TAPدر محیط کشت 
عالوه بر سه روز اول مقدار  TYMزیست در محیط کشت های همکه در کشت((.  در حالیdو  a) 23-4)شکل 
 ((. g) 23-4شود )شکل ایش نمایان میام تا پایان آزم18از روز  اسیداستیککمی 
و  کالمیدوموناسهای کنترلی در هر دو کشت اسیدفرمیکمقدار کمی  ،TMو  TAP هایدر محیط کشت
ام آزمایش مقدار بسیار زیادی از 18که از روز ((. در حالیeو  b) 23-4شود )شکل زیست تولید میهای همکشت
شود که در ابتدا بسیار بیشتر از با روند نزولی تولید می TYMکشت  زیست در محیطهای هماین اسید در کشت
همچنین آشکار است که مقدار قابل  ((. h) 23-4است )شکل  کالمیدوموناسهای مقدار تولید شده در کشت
((. i) 23-4شود )شکل تولید می TYMزیست در محیط کشت های همتنها در کشت اسیدالکتیکای مالحظه
نشان  24-4افتد. شکل زمان اتفاق میبه صورت هم اسیدالکتیکولید هیدروژن و تولید ها تر این کشتبنابراین د
های قبل نشان داده بخششود. و همانطور که در ی باکتریایی مصرف میدهد که مانیتول تنها توسط جامعهمی









































T im e  (d )
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A lg a  m o n o c u ltu re s c o -c u l tu re s





















-کالمیدوموناس زیستهای همدر کشت (c،f،i) اسیدالکتیکو  (b،e،h) اسیدفرمیک، (a،d،g) اسیداستیکغلظت . 23-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از  .های مختلفهای کنترلی جلبک در محیط کشتو کشت ی باکتریاییامعهج
 ار مستقل هر آزمایش است.حداقل سه تکر
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های کنترلی جلبک در محیط کشت و کشت ی باکتریاییجامعه-کالمیدوموناس زیستهای همغلظت مانیتول در کشت. 24-4شکل 
HTYM. .اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است 
 
ی باکتریایی در های کنترلی کالمیدوموناس پس از آلوده شدن با جامعهرفتار کشت. 4-1-4-4
 های گوناگونمحیط کشت
زیست با های همی باکتریایی در تولید بلند مدت هیدروژن در کشتش جامعهبرای حصول اطمینان از نق
 mlها به صورت عمدی با ام محیط کشتام آزمایش بیوراکتورهای کنترل جلبک در تم16در روز  کالمیدوموناس
 آلوده شدند.  TYMدر محیط کشت  زیستکشت هم 1
به شرایط  TYMدهند که پس از آلوده کردن بیوراکتورها تنها فضای باالسری در محیط کشت نتایج نشان می
((. مقدار a) 25-4شود )شکل (( و تولید هیدروژن با روند صعودی آغاز میb) 25-4کم اکسیژنی رسیده )شکل 
ادامه یافتن تولید هیدروژن نیز شود و احتمال روز تولید می 17( در مدت ml/L 313قابل توجهی هیدروژن )
 وجود دارد. 
دهد های کنترلی آلوده شده نشان میو کشت کالمیدوموناسهای کنترلی در کشت نوریی ی دانسیتهمقایسه
کشت  نوریی یا مرگ سلولی قرار دارند، تنها دانسیتهها که یا در شرایط سکون که برخالف تمام کشت
در طول مدت آزمایش افزایش یافته و سپس در انتهای آزمایش  TYMحیط کشت آلوده شده در م کالمیدوموناس
((. همچنینن غلظت کلروفیل در هر دو نوع کشت )خالص و آلوده شده( در تمام a) 26-4شود )شکل ثابت می
مقدار ثابتی دارد  TYMلی دارد و تنها غلظت کلروفیل کشت آلوده شده در محیط کشت ها روند نزومحیط کشت
 ((. b) 26-4کل )ش
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های سلول پذیریزیستی باکتریایی اثر مثبتی بر زیستی جامعهتوان حدس زد که همبنابراین می
ثابت  TYMحیط کشت های آلوده در مدر کشت کالمیدوموناسدارد. همچنین از آنجا که رشد  کالمیدوموناس
ی های جامعهها احتماال به دلیل رشد سلولدر این کشت نوریی ((، افزایش دانسیتهb) 26-4است )شکل 
ی و جامعه کالمیدوموناس((. پس احتمال برقراری ارتباط مفید متقابل بین a) 26-4باکتریایی است )شکل 
 باکتریایی در این شرایط آزمایش وجود دارد. 
به دست آمده از بخش قبل )بخش انجام شده است. مشابه نتایج  TYMتنها در محیط کشت  هاابولیتآنالیز مت
((. از آنجا که a) 27-4شود )شکل های آلوده شده مشاهده میدر کشت اسیداستیک(، مقدار کمی 3-1-4-4
ی رشد نشان دهنده های آلوده شدهکند، روند نزولی مانیتول در کشتمانیتول را مصرف نمی کالمیدوموناس
و مقادیر متوسط  اسیدفرمیکمچنین مقادیر بسیار زیاد ((. هb) 27-4های باکتریایی است )شکل سلول
 ((. c،d،e) 27-4شده است )شکل  گیریاندازهها و اتانول در این کشت اسیدالکتیک
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خالص و آلوده شده در  جلبکهای کنترلی موجود در فضای گاز باالسری کشت (b) ( و مقدار اکسیژنaتولید هیدروژن ). 25-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است.  .ام16روز 
 حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
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اطالعات نشان  .ام16خالص و آلوده شده در روز  جلبکهای کنترلی کشت (b) ( و غلظت کلروفیلa) نوریی نسیتهاد. 26-4شکل 
 داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
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های کشت( موجود در (e)و اتانول  (d) اسیدالکتیک، (c) اسیدفرمیک، (b) ، مانیتول(a) اسیداستیکغلظت مواد آلی ). 27-4شکل 
اند. اطالعات نشان داده ام نشان داده شده15نتایج از روز  .HTYM، در محیط کشت ام16خالص و آلوده شده در روز  جلبککنترلی 
 شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
 
ی جامعه-زیست کالمیدوموناسهای همهیدروژن در کشت بلندمدتانسیل تولید تپ. 4-4-1-5
 باکتریایی    
مصرف  برای شد بررسیهای قبل این تحقیق در بخش کالمیدوموناسها با زیستی آنهم هایی کهباکتری
ق مصرف خش از تحقیه در این بی باکتریایی مورد استفادکردند. جامعهرقابت می کالمیدوموناس با اسیداستیک
ها است. از طرف دیگر زمانی که منبع کربن قابل استفاده توسط باکتری اسیداستیکی بسیار ضعیف کننده
ی باکتریایی برقرار و جامعه کالمیدوموناسی مفید متقابل بین )مانیتول( در محیط کشت موجود باشد یک رابطه
یوم باکتری دارد. نتایج حاصل از آنالیز غلظت بک و کنسرسهای جللولشود که اثر مثبت دو طرفه بر رشد سمی
تولید  اسیداستیکدهد که کنسرسیوم باکتری از تخمیر مانیتول، در محیط کشت به وضوح نشان می اسیداستیک
تولید  افزایش مدت زمانو  کالمیدوموناسترشح شده به محیط کشت سبب بهبود رشد  اسیداستیککند. می
شود. قابل توجه است که در این مرحله از تحقیق درک روشنی از چگونگی میزیست ی همهادر کشت هیدروژن
ی باکتریایی ی باکتریایی وجود ندارد. عالوه بر آن به دلیل این که اعضای جامعهبر جامعه کالمیدوموناساثر مثبت 
 است. غیر ممکن  هاو باکتری کالمیدوموناسناشناخته هستند شناخت صحیح ارتباط بین 
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 ی باکتریاییجداسازی و شناسایی اعضای جامعه. 2-4-4
های میکروسکوپی، همانطور که در شکل و بررسی YEMدرپی در محیط کشت جامد های پیپس از کشت
ها براساس شکل ظاهری شود، سه نوع کلونی متمایز از نظر شکل و رنگ جداسازی شدند. کلونیمشاهده می 28-4
 نام گذاری شدند. Wو  F ،Bمیکروسکوپ  ها در زیرو رنگ آن
ل ژنوم هر باکتری مورد استفاده یابی کبرای توالی (PacBio’s SMRT(Single Molecule Real Timeروش 
یابی است. در مقایسه های نسل سوم توالیترین تکنولوژییکی از مرسوم، SMRT PacBio’sیابی قرار گرفت. توالی
 PCRقابل اجراست به  SMRTیابی که توسط تکنولوژی توالی PacBio’s long-read sequencingبا دو نسل قبل 
amplification  برابر بزرگتر از 100 تا در این روش 1خوانشو طول احتیاج نداشتهgeneration -Next
sequencing (NGS)  .است 
 
 
یابی ژنوم با استفاده از از توالی .بیوم لگومینوسارومزوریی کشت ی باکتریایی آلوده کنندههای جدا شده از جامعهکلونی. 28-4شکل 
 .ها استفاده شده استباکتری شناساییبرای  PacBio’s SMRTروش 
 
  Wباکتری . 1-2-4-4
حاصل شده است. این توالی شامل  خوانش 131133از  Wتوالی ژنوم باکتری  Canu 1.7با استفاده از نرم افزار 
 باز است.  1094161953
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ها نتیگاباز تولید کرد. مشخصات ک 3785353با مجموع طول  2نتیگاسه ک، Canu افزارکردن با نرم 1اسمبل
 ها در جدول زیر گردآوری شده است. آن 3به همراه آنالیز بالست
بیشترین شباهت  Wتوالی ژنوم باکتری  ،BBMap’s MinHash Sketchبا استفاده از نرم افزار دیگری به نام 
 دارد.  sp. MEJ108Y Microbacteriumرا به ژنوم 
 
 W آنالیز بالست باکتری .6-4جدول 
 نتیگای کشماره نتیگاطول ک پس از انجام بالست و آنالیز آماری Wانتخاب شده برای باکتری  4هایبهترین هیت
Microbacterium foliorum strain 122 genome 3768259 1 
Microbacterium foliorum strain 122 genome 16048 2 
Microbacterium foliorum strain 122 genome 1059 3 
 
 Fباکتری . 2-2-4-4
حاصل شده است. این توالی شامل  خوانش 114445از  Fتوالی ژنوم باکتری  Canu 1.7با استفاده از نرم افزار 
 باز است.  916709520
ها به نتیگاد. مشخصات کباز تولید کر 5925261نتیگ با مجموع طول انه ک ،Canu افزارکردن با نرم اسمبل
 اند. وری شدهجمع آ 7-4ها در جدول همراه آنالیز بالست آن
بیشترین شباهت را به ژنوم  Fتوالی ژنوم باکتری  ،BBMap’s MinHash Sketchبا استفاده از نرم افزار 
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 F یآنالیز بالست باکتر .7-4جدول 





Bacillus cereus strain A1, complete genome 5229945 1 
Bacillus thuringiensis strain Bt185, complete genome 449206 2 
Bacillus thuringiensis strain c25, complete genome 13178 3 
Bacillus thuringiensis strain Bc601, complete genome 11248 4 
Bacillus cereus strain FORC_047, complete genome 1687 5 
Bacillus cereus strain MLY1 chromosome MLY1.0, complete sequence 1684 6 
Bacillus cereus strain MLY1 chromosome MLY1.0, complete sequence 1682 7 
 .لیست پالسمیدهایی که با استفاده از بالست شناسایی شدند
Bacillus thuringiensis serovar coreanensis strain ST7 plasmid 148576 8 
Bacillus thuringiensis serovar indiana strain HD521 plasmid pBTHD521-3 68053 9 
 
  Bباکتری . 3-2-4-4
حاصل شده است. این توالی شامل  خوانش 102238از  Bتوالی ژنوم باکتری  Canu 1.7با استفاده از نرم افزار 
 باز است.  832209774
باز تولید کرد که مشخصات آنالیز بالست  4487396نتیگ با طول ا، تنها یک کCanu افزارکردن با نرم اسمبل
 آورده شده است.  8-4ان در جدول 
بیشترین شباهت را به ژنوم  Bتوالی ژنوم باکتری  ،BBMap’s MinHash Sketchبا استفاده از ژنوم 
Stenotrophomonas maltophilia PML 168  .دارد 
 B آنالیز بالست باکتری .8-4جدول 
 نتیگای کشماره نتیگاطول ک پس از انجام بالست و آنالیز آماری Bهای انتخاب شده برای باکتری بهترین هیت
Stenotrophomonas sp. LM091, complete genome 4487389 1 
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نامیده  3استنوتروفوموناسو  2باسیلیوس، 1میکروباکتریومبه ترتیب  Bو  W ، Fهابنابراین از این پس باکتری
 شوند. می
ی باکتریایی به صورت انفرادی و کنسرسیوم بر تولید بررسی عملکرد اعضای جامعه. 3-4-4
 کالمیدوموناسزیست با های همهیدروژن در کشت
ها باکتریبا هر یک از  کالمیدوموناسزیست های همدر این بخش از تحقیق آزمایش تولید هیدروژن در کشت
تایی انجام شده است. هدف اصلی پیدا کردن های دوتایی و در انتها سهبه صورت انفرادی و به صورت ترکیب
 هایی است که نقش موثری بر تولید هیدروژن دارند.باکتری یا باکتری
روفیل )با ترکیباتی که در بخش قبل توضیح داده شده است( با غلظت اولیه کل HTYMآزمایش در محیط کشت 
µg/ml 5/12 ها خالص آغاز شده است. در روز سوم آزمایش پس از توقف تولید هیدروژن باکتری کالمیدوموناس
ی و دارای مانیتول و عصاره یداستیکساکه فاقد  MMی به صورت انفرادی یا گروهی به همراه محیط کشت بر پایه
 شوند. اضافه می کالمیدوموناسهای خالص مخمر است به کشت
در نظر گرفته شده است. در  1/0های انفرادی و ترکیبی ها در تمام حالتیی باکتری نوری اولیهدانسیته
ها ی نوری برابر از هر کدام از باکتریها، از دانسیتهتایی باکتریهای دوتایی و سهزیست شامل ترکیبهای همکشت
 است.  1/0ها استفاده شده به صورتی که مجموع آن
ها به عنوان کنترل در نظر گرفته شده است. تولید از باکتریو هر یک  کالمیدوموناسهای خالص کشت
 ستزیکشت همهای کنترلی دیگر شامل بررسی شده است. کشت PPFD 50 هیدروژن در معرض شدت نوری
نیز در نظر  پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همی باکتریایی اولیه و کشتجامعه-کالمیدوموناس
 اند. گرفته شده
ها ی باکتریایی به منظور بررسی اهمیت نسبت مقدار اول باکتریجامعه-کالمیدوموناسزیست های همشتک
دانیم که مانیتول ترکیبی گرفته شده است. از سوی دیگر می ی باکتریایی بر تولید هیدروژن در نظردر جامعه
هیدروژن به اثر  بلندمدتدارد که تولید ال وجود ها دارد. بنابراین این احتماست که اثر اسمزی بر روی سلول
 بلندمدتکند وابسته باشد. پس به منظور روشن شدن عامل اصلی موثر بر تولید اسمزی که مانیتول اعمال می
، تولید هیدروژن در TYMی باکتریایی در محیط کشت جامعه-کالمیدوموناسزیست های همکشتژن در هیدرو
 نیز بررسی شده است.  TYMدر محیط کشت  پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناس زیستکشت هم
 
Microbacterium 1 
Bacillus 2  
Stenotrophomonas 3 
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 تولید هیدروژن و سطح اکسیژن در فضای باالسری بیوراکتورها. 1-3-4-4
زیست به شرایط های همها تمام کشتشود پس از افزودن باکتریده میشاه( مb) 29-4همانطور که شکل 
حضور دارد تا  میکروباکتریومهایی که شرایط کم اکسیژنی تنها در کشت که اینرسند. در حالیکم اکسیژنی می
افزایش  زیست پس از روز چهارمهای همی کشتای باالسری بقیهضپایان آزمایش ادامه دارد و سطح اکسیژن در ف
تولید  هماهنگی دقیقی با میکروباکتریومزیست شامل های هماکسیژنی در کشتکم ادامه یافتن شرایطیابد. می
نقش  میکروباکتریومهای مورد مطالعه، ها دارد. آشکار است که از میان باکتریهیدروژن در این کشت بلندمدت
 رد. اد TYMهیدروژن در محیط کشت  بلندمدتاصلی را در تولید 
 ها. رشد باکتری2-3-4-4
در شرایط تولید هیدروژن بررسی  TYMدر محیط کشت  استنوتروفوموناسو  میکروباکتریوم، باسیلوسرشد 
بیشترین رشد را نسبت به دو باکتری دیگر در  باسیلوسشود دیده می 30-4شده است. همانطور که در شکل 
 استنوتروفوموناسدارد. روز همچنان در فاز لگاریتمی قرار دارد و رشد این باکتری پس از نه  TYMمحیط کشت 
که کند ولی رشد این باکتری نیز تا پایان آزمایش ادامه دارد. در حالیرشد می باسیلوسبا سرعت کمتری نسبت به 
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C h la m y d o m o n a s
S te n o tro p h o m o n a s  (S te n o )
M ic ro b a c te r iu m  (M ic ro )
B a c il lu s  (B a c il)
S te n o + B a c il
M ic ro + S te n o
B a c il+ M ic ro
S te n o + M ic ro + B a c il
P .  p u t id a  1 2 2 6 4
b a c te r ia  c o n s o r t iu m
S te n o tro p h o m o n a s
M ic ro b a c te r iu m
B a c il lu s
b
 
های کنترلی در زیست و کشتهای همموجود در فضای گاز باالسری کشت( b) اکسیژن( و مقدار aتولید هیدروژن ). 29-4شکل 
ه دست اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج ب هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است. .HTYMمحیط کشت 
 آزمایش است. آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر
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S te n o tro p h o m o n a s M ic ro b a c te r iu m B a c il lu s
 
( در محیط کشت استنوتروفوموناسو  مومیکروباکتری، باسیلوسی باکتریایی ناشناخته )اعضای جامعه نوریی دانسیته. 30-4شکل 
HTYM.  سه تکرار مستقل هر آزمایش است.اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل 
 
 ها. آنالیز متابولیت3-3-4-4
 میکروباکتریومدهد که تنها زیست نشان میهای همهای کنترلی و کشتگیری غلظت مانیتول در کشتاندازه
مصرف کند  TYMدر محیط کشت  کالمیدوموناسزیستی با ص و هملتواند مانیتول را در هر دو حالت خامی
ی از روز ششم تقریبا متوقف های کنترلی این باکترصرف مانیتول در کشت. قابل توجه است که م(31-4)شکل 
زیست این باکتری تا پایان آزمایش ادامه دارد. های همکه مصرف با نرخ پایین مانیتول در کشتشود. در حالیمی
که کند. در حالیمصرف نمیول را مانیت کالمیدوموناسبا  زیست این باکتریهای همدر کشت باسیلوسهمچنین 
های شود. احتمال دارد در کشتمشاهده می باسیلوسهای کنترلی کشتمصرف خیلی کم این ترکیب توسط 
ها به را به مانیتول ترجیح داده و از آن کالمیدوموناسمحصوالت تولید شده توسط متابولیسم  باسیلوسزیست هم
 عنوان منبع کربن استفاده کند. 
مشاهده  میکروباکتریومزیست های همتنها در کشت اسیدالکتیکشود که دیده می 32-4ر شکل ین دهمچن
((. b) 33-4کنند )شکل تولید می اسیدالکتیککه هر سه باکتری در کشت خالص کنترلی شود. در حالیمی
 کند. کمتری نسبت به دو باکتری دیگر تولید می اسیدالکتیک استنوتروفوموناس
های کنترلی کشت دهد کهها نشان میهای کنترلی باکتریدر کشت اسیداستیکغلظت  گیریاندازه
کند. را با نرخ پایین مصرف می اسیداستیک باسیلوس. را دارند اسیداستیکنرخ مصرف  بیشترین استنوتروفوموناس
پایین ا نرخ بلکه تولید ب شوددیده نمی اسیداستیکنه تنها مصرف  میکروباکتریومهای کنترلی که در کشتدر حالی
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و  میکروباکتریومهای کنترلی ((. به عالوه تولید اتانول در کشتa) 33-4شود )شکل این ترکیب آلی مشاهده می
 ((. c) 33-4شود )شکل دیده می باسیلوس
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S te n o tro p h o m o n a s
M ic ro b a c te r iu m
B a c il lu s
B a c te r ia  c o n t r o l b
C h la m y d o m o n a s
 
های و کشت (a) استنوتروفوموناس-و  میکروباکتریم-، باسیلوس -کالمیدوموناسزیست های همغلظت مانیتول در کشت. 31-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل  .HTYMدر محیط کشت  (bها )باکتریکنترلی این 
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S te n o tro p h o m o n a s M ic ro b a c te r iu m B a c il lu s
C o - c u lt u r e s
 
در محیط  استنوتروفوموناس-و  میکروباکتریم-، باسیلوس -میدوموناسکالزیست های همدر کشت اسیدالکتیکغلظت . 32-4شکل 
 اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. .HTYMکشت 
 




















b C o n t r o l  b a c te r ia




















a C o n t r o l  b a c te r ia

















S te n o tro p h o m o n a s M ic ro b a c te r iu m B a c il lu s
c C o n t r o l  b a c te r ia
 
و  میکروباکتریم، باسیلوسکنترلی های ( در کشتcاتانول )( و b) اسیدالکتیک(، a) اسیداستیکغلظت مواد آلی شامل . 33-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر  .HTYMدر محیط کشت  استنوتروفوموناس
 آزمایش است.
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پتانسیل باالیی برای تولید  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های هم. کشت4-3-4-4
 رد. هیدروژن دا
در  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر این بخش از تحقیق نشان داده شده است که در کشت
از مانیتول به  میکروباکتریوم، TYMشود. در محیط کشت تولید می بلندمدتشرایط آزمایش هیدروژن به صورت 
به دلیل این که . صحت این موضوع کندرا مصرف نمی اسیداستیکعنوان منبع کربن استفاده کرده و به ظاهر 
موجود در محیط کشت  اسیداستیکرقابت نکرده و تمام  کالمیدوموناسبا  اسیداستیکدر مصرف  میکروباکتریوم
اهمیت به سزایی دارد. زیرا همانطور که  ،شودمصرف می کالمیدوموناسهای برای رشد و تولید هیدروژن در سلول
 سودوموناسهای دیگر که اثر مثبت قابل توجهی بر تولید هیدروژن دارند مانند تاکنون مشاهده شده است باکتری
نیازمند مطالعات بیشتری  میکروباکتریومتوسط  اسیداستیکهستند. بنابراین مصرف  اسیداستیکی مصرف کننده
ترلی های کنپس از مدتی در کشت میکروباکتریومین نتایج نشان دادند که مصرف مانیتول توسط است. همچن
 شود. متوقف می TYMزیست در محیط کشت های همتاین باکتری برخالف کش
یابد. از با نرخ بسیار باال در روز اول شروع شده و پس از آن به شدت کاهش می میکروباکتریومهمچنین رشد 
رشد تنها برای مدت زمان کوتاهی شرایط مناسب برای  TYMتوان نتیجه گرفت که محیط کشت این نتایج می
ی رشد برای این کند. بنابراین برای ادامه دادن این تحقیق، یافتن عامل محدود کنندهرا فراهم می میکروباکتریوم
توسط این باکتری اهمیت به سزایی بر رشد و  اسیداستیکباکتری مهم و جالب توجه است. از سوی دیگر تولید 
نسبت به دو باکتری دیگر،  میکروباکتریومد رشد کندتر دارد. با وجو کالمیدوموناسهیدروژن در  بلندمدتتولید 
 تر است.  تولید مواد آلی فعالاز نظر  TYMمتابولیسم این باکتری در محیط کشت 
 میکروباکتریوم. منابع کربنی و نیتروژنی قابل استفاده توسط 4-4-4
ها بر شناخت بیشتر ی آزمایشدر تولید هیدروژن، در این تحقیق ادامه میکروباکتریومبا توجه به نقش فعال 
برای درک  میکروباکتریومده توسط اند. شناخت منابع کربنی و نیتروژنی مورد استفای متمرکز شدهاین باکتر
زیست برقرار کند حائز اهمیت است. های همدر کشت کالمیدوموناسها و ارتباطی که ممکن است با توانایی
 ین باکتری بر روی منابع کربنی و نیتروژنی متفاوت بررسی شده است. بنابراین در این قسمت از تحقیق رشد ا
 منابع کربن و نیتروژن .1-4-4-4
ر این قسمت اثر منابع کربنی گلوکز، مانیتول و پتاسیم استات در حضور منابع نیتروژنی آمونیوم، تریپتون و د
ی از دو غلظت های آزمایشضی از گروهبررسی شده است. در بع میکروباکتریوم( بر رشد BSAپروتئین آلبومین )
ی های کمینه، کمینه به اضافه عصارهکشتتریپتون استفاده شده است. به عالوه رشد در محیط  g/L 1/0و  8/0
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ی مخمر عالوه نیز بررسی شده است. الزم به ذکر است که تریپتون، آلبومین و عصاره LBو  TAP ،TYMمخمر، 
 یز هستند.بر منبع نیتروژن، منبع کربن ن
)تریپتون،  و مشتقات آن هایی که شامل ترکیبات پروتئینیتنها در محیط کشت میکروباکتریومآشکار است که  




 در حضور منابع کربن و نیتروژن مختلف. میکروباکتریمرشد . 34-4شکل 
 
قادر به مصرف مانیتول است بنابراین ممکن است علت  میکروباکتریومده کردیم از آنجا که در بخش قبل مشاه
ی محیط کشت کمینه و حاوی مانیتول عدم توانایی این باکتری رشد نکردن این باکتری در محیط کشت بر پایه
های ظتهای دارای غلد در محیط کشتدر مصرف آمونیوم به عنوان منبع نیتروژن باشد. همچنین اختالف بین رش
ی این است که رشد این باکتری به مقدار تریپتون موجود در محیط کشت وابسته دهندهمختلف تریپتون نشان 
شود حضور مانیتول عالوه بر تریپتون سبب افزایش رشد مشاهده می 34-4است. همانطور که در شکل 
مشتقات  ی ونقش ترکیبات پروتئین شود. برای شفاف شدنپتون میدر هر دو غلظت کم و زیاد تری میکروباکتریوم
 مطالعات بیشتری الزم است.  آن
 های زیر مشخص شود: به همین دلیل در ادامه آزمایشی انجام شده است تا پاسخ سوال
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حضور دلیل رشد این باکتری تنها در  اسیدهای آمینهاز  تعدادیبر یکی یا  میکروباکتریومآیا آگزوتروف بودن 
از این ترکیبات به عنوان منبع کربن یا نیتروژن برای رشد استفاده  میکروباکتریومیا اینکه پروتئینی است؟  مشتقات
 کنند؟می
ی محیط کشت کمینه به صورت تک تک در محیط کشت جامد بر پایه اسیدآمینه 20بنابراین رشد بر روی  
آمونیوم و محیط  mM 8مانیتول بررسی شده است. دو حالت متفاوت محیط کشت کمینه شامل  g/l 5حاوی 
 مطالعه شده است.  اسیدهای آمینهکشت کمینه عاری از آمونیوم برای بررسی اثر تمام 
مستقل از حضور  اسیدهای آمینهدر حضور تمام  میکروباکتریومشود مشاهده می 35-4همانطور که در شکل 
آگزوتروف  اسیدهای آمینهیک از  توان نتیجه گرفت که این باکتری برای هیچکند. بنابراین میرشد می آمونیوم
 ندارد.  اسیدهای آمینهنیست. عالوه بر آن حضور آمونیوم تاثیری بر رشد این باکتری در حضور 
 
 
 ها.در حضور و عدم حضور آمونیوم در محیط کشت اسیدهای آمینهبر  میکروباکتریمرشد . 35-4شکل 
  
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
  نتایج و تحلیل م:چهارفصل 
114 
 کند. د میشر پروتئینی مشتقاتدر حضور  میکروباکتریوم. 2-4-4-4
پروتئینی رشد  مشتقاتتنها در حضور  میکروباکتریومممکن است هر یک از موارد زیر دلیل این باشند که 
 کنند:می
 ع نیتروژن برای رشد را ندارد. آمونیوم به عنوان منب 1توانایی مصرف میکروباکتریوم •
، امکان اینکه [102]ها است تریبا توجه به اینکه آمونیوم بهترین منبع نیتروژن شناخته شده برای باک
 توانایی مصرف آمونیوم را نداشته باشد بسیار کم است ولی ناممکن نیست.  میکروباکتریوم
 سمی باشد.  کتریوممیکروباآمونیوم برای  mM 8غلظت  •
است و زمانی که به این  mM 8های کمینه غلظت آمونیوم با توجه به این که در تمام محیط کشت
ی سمی بودن این غلظت از کند. فرضیهشود این باکتری رشد میه میاضاف پروتئینی مشتقاتها محیط
 نادرست است.  ونیومآم
 مصرف شوند.  میکروباکتریومهای انرژی سلول گلوکز، مانیتول و پتاسیم استات به عنوان منبع •
. ی منبع نیتروژن )آمونیوم( و کربن )کتواسیدها( استها تامین کنندهدر سلول هآمینی اسیدهامصرف 
( چنانچه منبع کربن در اختیار 2018و همکاران ) Calatravaبراساس تحقیقات انجام شده توسط 
باشد،  (tricarboxylic acid cycle (TCAی ی انرژی از طریق چرخهباکتری نباشد که تامین کننده
مورد برای تامین انرژی  TCAی به مصرف چرخه اسیدآمینهتواسید تولید شده از مصرف مقداری از ک
 central glutamineی رسد و در نتیجه عدم توازن بین کربن و نیتروژن در چرخهل مینیاز حیات سلو
synthase-glutamine oxoglutarate amino transferase (GS-GOGAT) آید که سبب به وجود می
ی خهکه چنانچه منبع کربنی مناسب برای مصرف شدن در چرشود. در حالید باکتری میتوقف رش
TCA ی و تولید انرژی موجود باشد، چرخهGS–GOGAT  ها و ، پروتئینهآمینی اسیدهافعال شده و
وکز، . چنانچه در این تحقیق گل[103]شوند در نتیجه نوکلئوتیدهای مورد نیاز برای رشد سلول تولید می
مانیتول و پتاسیم استات به عنوان منبع انرژی استفاده شوند، در حضور مقدار زیادی آمونیوم موجود در 
 GS–GOGATی در چرخه هآمینی اسیدها( باکتری منبع کربن مورد نیاز برای تولید mM 8کشت )
 شود. موجود در محیط کشت تامین می یآمینهاسیدهای ارد و این کربن از دآمینه شدن را د
به صورت  میکروباکتریوماز نظر تامین کربن یا نیتروژن مورد نیاز رشد  پروتئینی مشتقاتبا اینکه نقش دقیق 
 دقیق مشخص نیست، آشکار است که حضور این ترکیبات در محیط کشت برای رشد این باکتری الزامی است. 
 
1 Assimilation 
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 سماین دو میکروارگانی زیستهای همدر کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناس. رشد 5-4-4
جلبک و باکتری بررسی بر رشد این  میکروباکتریومو  کالمیدوموناسزیستی در این قسمت از تحقیق اثر هم
با دو   cells/ml  610  ×4/4معادل  g/mlµ 10با غلظت اولیه کلروفیل  کالمیدوموناسشده است. به این منظور 
های  خالص ( کشت داده شده است. کشت001/0و  1/0ری ی نوته)دانسی میکروباکتریومی مختلف غلظت اولیه
های کنترلی در نظر گرفته با هر دو غلظت به عنوان کشت میکروباکتریوم های خالصکشتو  کالمیدوموناس
( در معرض شدت g/l 4/0  +TAPی مخمر  + عصاره g/l 5)مانیتول  LTYMاند. این آزمایش در محیط کشت شده
 گیریاندازهروز  69به مدت  کالمیدوموناسهای انجام شده است. غلظت کلروفیل و تعداد سلول PPFD 90 نور 
های های کنترلی و کشتدر هر دو حالت کشت میکروباکتریومهای تعداد سلول ،آزمایش 45اند. در روز شده
همچنین گیری شده است. دازهاین باکتری در ماه اول ان ی نوریدانسیتهاند و نیز تغییرات زیست شمارش شدههم
زیست در زیر میکروسکوپ های همدر کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای ارتباط فیزیکی بین سلول
 مشاهده شده است.
 زیستهای همدر کشت کالمیدوموناس. رشد 1-5-4-4
اثر  اکتریومروبمیکزیستی با دهند که همنتایج غلظت کلروفیل و شمارش سلولی نشان می 36-4در شکل 
های کنترلی غلظت کلروفیل و در بلند مدت دارد. در کشت کالمیدوموناس 1پذیریزیستمثبت قابل توجهی بر 
زیست به طور مشابه کاهش های همیابد. در کشتها به ترتیب پس از چهار و سه روز کاهش میتعداد سلول
شوند. از سوی سوم ولی با نرخ آهسته تر شروع می ها از همان روزهای چهارم وغلظت کلروفیل و تعداد سلول
کند. خود را حفظ می پذیریزیستمجدد رشد کرده و برای مدت طوالنی  کالمیدوموناسد روز دیگر پس از چن
 پذیریزیستزیست های همفاقد فاز سکون رشد است ولی در کشت کالمیدوموناسآشکار است که کشت کنترلی 
باالتر  ی نوریتهدانسی(. همچنین 36-4شود )شکل تا مدت زمان طوالنی مشاهده می کالمیدوموناسهای سلول
 تا پایان آزمایش دارد.  کالمیدوموناس پذیریزیست( اثر مثبت بیشتری بر 600OD=1/0) میکروباکتریوم
اند. تغییر رنگ کشت کنترلی نشان داده شده 1،20،40،60ها در روزهای تصاویر کشت 37-4در شکل 
زیست رنگ سبز های همت که کشتدر طول زمان به وضوح مشخص است. همچنین آشکار اس کالمیدوموناس
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C h la m y d o m o n a s
M ic ro b a c te r iu m c o -c u l tu re s (O D = 0 .0 0 1 )
M ic ro b a c te r iu m c o -c u l tu re s (O D = 0 .1 )
b
 
ترلی های کنو کشتمیکروباکتریوم -کالمیدوموناسزیست های همدر کشت (b) ها( و تعداد سلولaغلظت کلروفیل ). 36-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل  .LTYMدر شرایط هوازی، در محیط کشت  جلبک
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های کنترلی و کشتمیکروباکتریوم -کالمیدوموناسزیست های همام کشت60و  40، 20، 1تصویر روزهای . 37-4شکل 
 .  LTYMدر محیط کشت  و ط هوازیدر شرای جلبک
 زیستهای همدر کشت میکروباکتریوم. رشد 2-5-4-4
زیست با استفاده از روش های همهای کنترلی و کشتدر کشت میکروباکتریومهای در این بخش تعداد سلول
ام 45وز ( که در بخش روش کار توضیح داده شده است در شروع آزمایش و رCFUهای تشکیل شده )کلونی واحد
در  001/0 ی نوریدانسیتههای دارای در کشت میکروباکتریومهای ی سلولاند. تعداد اولیهآزمایش مشخص شده
قابل رویت نبوده و داخل نمودار  38-4بوده است که در مقیاس نمودار  cell/ml 610 × 83/1ابتدای آزمایش 
ای میرند و هیچ کلونیهای کنترلی میدر کشت وممیکروباکتریهای روز سلول 45اضافه شده است. پس از گذشت 
 میکروباکتریومهای زیست تعداد زیادی سلولای همهکه در هر دو گروه کشتکند. در حالیها رشد نمیاز آن
 اند بیشتر است. باالتر شروع شده ی نوریدانسیتهزیستی که با های همها در کشتاند. تعداد سلولگیری شدهاندازه
ی در چهار روز اول آزمایش مستقل از مقدار اولیه میکروباکتریوم، رشد سریع 39-4شکل ن در همچنی
پس از آن هر  ی نوریدانسیتهشود. براساس نمودار های کنترلی دیده میاین باکتری، در کشت یی نوردانسیته
که با مانند. در حالیباقی میروز در آن فاز  33های کنترلی وارد فاز سکون رشد شده و حداقل تا دو گروه کشت
 اند. های کنترلی مردهر کشتای باکتری دهدانیم که سلولام می30استفاده از روش شمارش کلونی در روز 
 20روز  1روز 
 60روز  40روز 
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1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
M ic ro b a c te r iu m c o -c u ltu re s  (O D = 0 .0 0 1 )
M ic ro b a c te r iu m c o -c u l tu re s (O D = 0 .1 )
1 .8 3  0 .0 9
M ic ro b a c te r iu m c o n tro l (O D = 0 .0 0 1 )
M ic ro b a c te r iu m c o n tro l (O D = 0 .1 )
 
در  یهای کنترلی باکترو کشتمیکروباکتریوم -کالمیدوموناسزیست های همدر کشت میکروباکتریومغلظت سلولی . 38-4شکل 
تکرار مستقل بیولوژیکی هر اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از سه  .LTYMشرایط هوازی، در محیط کشت 
 ها است.آزمایش و سه تکرار فنی برای شمارش سلول
 











M ic ro b a c te r iu m (O D = 0 .0 0 1 ) M ic ro b a c te r iu m (O D = 0 .1 )
B a c te r ia  c o n t r o l
 
اطالعات نشان داده  .LTYMهوازی، در محیط کشت های کنترلی در شرایط در کشت میکروباکتریوم ی نوریدانسیته. 39-4شکل 
 هر آزمایش است. شده میانگین نتایج به دست آمده از سه تکرار مستقل
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های در کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای ارتباط فیزیکی بین سلول. 3-5-4-4
 زیستهم
-4)شکل  وباکتریوممیکر-وناسکالمیدوم زیستهای همام آزمایش از کشت27تصویر میکروسکوپی در روز 
ور هستند و تعداد محیط کشت غوطههای باکتری اغلب به صورت آزادانه در سلولدهد که ( نشان می40
 های جلبک قرار دارند.ها بر سطح سلولاندکی از آن
 
  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همتصویر میکروسکوپی کشت .40-4شکل 
 میکروباکتریومو  کالمیدوموناسزیست های همدر کشت زیستیی همنوع رابطه. 4-5-4-4
 میکروباکتریومو  کالمیدوموناسزیستی با توجه به نتایج حاصل شده از این بخش از تحقیق آشکار است که هم
 ها در شرایط آزمایش دارد. این میکروارگانیسم پذیریزیستاثر مثبت دو طرفه بر رشد و 
را دارد و به احتمال  اسیداستیکتوانایی تولید  میکروباکتریومداده شده است که  شان( نa) 33-4در شکل 
کند تا برای مدت طوالنی، باالترین کمک می کالمیدوموناسهای سلول پذیریزیستزیاد از این طریق به رشد و 
 ها را حفظ کند. غلظت کلروفیل و مقدار سلول
های کنترلی خالص بر خالف کشت کالمیدوموناسهای زیست غلظت کلروفیل و تعداد سلولهای همدر کشت
مانند. به یابد و برای مدت طوالنی در بیشترین مقدار خود باقی میاز یک کاهش موقت مجدد افزایش می پس
ه و یا ترکیب محیط کشت بر جلبک پس از چند روز به شرایط جدید عادت کردریزهای این احتمال زیاد سلول
خود را  پذیریزیستتواند رشد کند و دوباره می کالمیدوموناسکند که ای تغییر میها به گونهاساس نیاز سلول
 برای مدت بیشتری حفظ کند. 
( تولید آمینواسیدهای آسپارتات، لوسین، متیونین، فنیل آالنین، 1978و همکاران ) Vogelاز سوی دیگر 
ابراین در راستای نتایج حاصل شده از . بن[104]اند را گزارش کرده کالمیدوموناسوالین توسط  تیروسین و
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از طریق تولید و ترشح آمینواسیدها به محیط کشت، نیاز  کالمیدوموناس، ممکن است، 4-4-4های بخش آزمایش
ی زندگی را تامین کند. هر چند بررسی صحت این فرضیه و به این ترکیبات برای رشد و ادامه میکروباکتریوم
 در شرایط آزمایش به تحقیقات بیشتری نیاز دارد.  کالمیدوموناسه توسط تعیین آمینواسیدهای تولید شد
 های مختلفدر محیط کشت کالمیدوموناسزیستی با و هم میکروباکتریومعملکرد . بررسی 6-4-4
های مختلف و غلظت متابولیت میکروباکتریومو   کالمیدوموناسدر این بخش از تحقیق تولید هیدروژن، رشد 
اکتری های کنترلی این جلبک و بو کشت باکتریوممیکرو-کالمیدوموناسزیست های همشت در کشتدر محیط ک
در  1/0برابر  میکروباکتریومو دانسیته نوری  µg/ml 10ی کلروفیل ها با غلظت اولیهبررسی شده است. آزمایش
g/l مانیتول(و  g/l 4/0(TAP +  LTYی مخمر عصاره , (g/l 5(TAP +  LTM مانیتول(  , TAPهامحیط کشت
 انجام شده است. PPFD 50 و در معرض شدت نور  g/l 4/0 (TAP + LTYMی مخمر عصاره + 5
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 و سطح اکسیژن در فضای باالسری بیوراکتورها هیدروژنتولید . 1-6-4-4
زودن با اف کالمیدوموناسهای کنترلی های قبل، تولید هیدروژن در کشتمانند نتایج حاصل شده در بخش
زیست های همیابد. همچنین در هر محیط کشت مقدار هیدروژن تولید شده در کشتی مخمر بهبود میعصاره
است. به عالوه  کالمیدوموناسبیشتر از مقدار تولید شده در کشت کنترلی  میکروباکتریوم-کالمیدوموناس
 کنند.  تولید نمی یدروژنها هدر هیچ کدام از محیط کشت میکروباکتریومهای کنترلی کشت
که ها دو روز ادامه دارد. در حالیدر تمام محیط کشت کالمیدوموناسهای کنترلی تولید هیدروژن در کشت
شود. روز هیدروژن تولید می 3و  11، 2به ترتیب  TYو  TAP ،TMهای زیست در محیط کشتهای همدر کشت
((. تطابق a) 41-4شود )شکل امه دارد و متوقف نمیایش ادتولید هیدروژن تا پایان آزم TYMدر محیط کشت 
های کنترلی اکسیژنی در کشت( ارتباط دقیق را بین تولید هیدروژن و شرایط کمb) 41-4( و a) 41-4های شکل
ی تولید کننده کالمیدوموناسبرای کسب اطمینان از اینکه دهد. زیست نشان میهای همو کشت کالمیدوموناس
ها ادامه داشت، زیست است، در روز هفتم آزمایش، زمانی که تولید هیدروژن در کشتهای همتدر کش هیدروژن
زیست های هماز سوپرناتانت کشت µm 2/0های ریزجلبک و باکتری با استفاده از سانتریفیوژ و فیلتر سلول
پس  تلقیح شد. هابه آن میکروباکتریومجدا شده و سپس  TYMدر محیط کشت  میکروباکتریوم-کالمیدوموناس
هیدروژن  در سوپرناتانت میکروباکتریوم هایبررسی شد. کشت هاکشت از تلقیح باکتری، تولید هیدروژن در آن
های ی هیدروژن در کشتتولید کننده کالمیدوموناسی این است که تایید کننده تولید نکردند. این نتیجه
   است. میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست هم
زیست در محیط های همو کشت کالمیدوموناسهای کنترلی غلظت کلروفیل کشت. 2-6-4-4
 های مختلفکشت
محیط  در کالمیدوموناسزیست بیشترین اثر منفی بر رشد های همدهند که در کشتنتایج کلروفیل نشان می
بر رشد  میکروباکتریوم زیستی(. آشکار است که اثر منفی هم42-4شود )شکل مشاهده می TYM, TMهای کشت
بیشتر است تا جایی که این جلبک تا روز هفتم رشد ناچیزی دارد و پس  TYMدر محیط کشت  کالمیدوموناس
تا روز دهم ادامه دارد.  کالمیدوموناس، رشد TMکه محیط کشت یابد. در حالیاز آن غلظت کلروفیل کاهش می
زیستی با جالب توجه است. در هم TYدر محیط کشت  زیستهای همدر کشت کالمیدوموناسی رشد نحوه
شود که با افزایش در این محیط کشت دیده می کالمیدوموناس، در روز اول آزمایش رشد کند باکتریوممیکرو
اثر قابل توجهی بر  TAPدر محیط کشت  میکروباکتریومزیستی با همراه است. هم ام10سریع نرخ رشد تا روز 
 ندارد.   کالمیدوموناسرشد 
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-کالمیدوموناسزیست های همدر فضای گاز باالسری کشت (b) موجود ( و مقدار اکسیژنaتولید هیدروژن ). 41-4شکل 
هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است.  .های مختلفهای کنترلی در محیط کشتو کشت مویکروباکتریم
 ان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل هر آزمایش است.اطالعات نش
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جلبک در محیط  های کنترلی اینو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همغلظت کلروفیل در کشت. 42-4شکل 
 ایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل هر آزمایش است.اطالعات نشان داده شده میانگین نت .های مختلفکشت
 
های های کنترلی این باکتری و کشتدر کشت میکروباکتریوم ی نوریدانسیته. 3-6-4-4
 های مختلفزیست در محیط کشتهم
کند در رشد نمی TAPدر محیط کشت  میکروباکتریومشود ( مشاهده میa) 43-4همانطور که در شکل 
های شود، دارد. در محیط کشترشد بسیار ناچیزی که سریع به فاز سکون منتهی می TMدر محیط کشت  کهحالی
TY و TYM  های کنترلی حاصل در کشت 7/0حدود  ی نوریدانسیتهدر رسیدن به  میکروباکتریومبیشترین رشد
 شود. می
اند زیست جدا شدههای همموجود در کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای با استفاده از سانتریفیوژ سلول
زیست در محیط های همدر کشت میکروباکتریوم ی نوریدانسیته)مراجعه به فصل روش کار(. و به این ترتیب 
 ((. b) 43-4شده است )شکل  گیریاندازههای مختلف کشت
د. در محیط کشت رای ندارشد قابل مالحظه TAPزیست در محیط کشت های همدر کشت میکروباکتریوم
TYکه به سرعت با فاز سکون همراه 42/0برابر  ی نوریدانسیتهشود )، در روز اول رشد نسبتا خوبی دیده می )
( با 33/0برابر  ی نوریدانسیتهاست ) TY، در روز اول رشد کمتر از محیط کشت TMشود. در محیط کشت می
ادامه دارد. همچنین رشد  02/1 ی نوریدانسیتهسیدن به راین تفاوت که رشد در این محیط کشت تا روز هفتم و 
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های دیگر آغاز ( نسبت به محیط کشت57/0 ی نوریدانسیتهبا بیشترین نرخ در روز اول ) TYMدر محیط کشت 
ادامه دارد. قابل توجه است  34/1 ی نوریدانسیتهتا پایان روز هفتم و رسیدن به  TMشده و مانند محیط کشت 
از روز دوم تقریبا به صورت موازی است و احتماال اختالف نرخ  TYMو  TMهای شد در محیط کشترکه نمودار 
 ها وابسته است.  ی مخمر در این محیط کشترشد در روز اول به حضور عصاره
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( در b) میکروباکتریم-کالمیدوموناسیست زهای همو کشت (aهای کنترلی )در کشت میکروباکتریم ی نوریدانسیته. 43-4شکل 
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 ها. آنالیز متابولیت4-6-4-4
تخمیری  ( و نیز تولید محصوالت45-4( و مانیتول )شکل 44-4)شکل  اسیداستیکدر اینجا روند مصرف 
های کنترلی ( در کشت48-4( و اتانول )شکل 47-4)شکل  اسیدفرمیک(، 46-4)شکل  اسیدالکتیکغالب مانند 
شده  گیریاندازهزیست این دو میکروارگانیسم در شرایط آزمایش های همو کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناس
های تا روز سوم در کشت TYMدر محیط کشت  وناسکالمیدومهای کنترلی ها در کشتت. آنالیز این متابولیتاس
 تا روز چهارم انجام شده است.  TAPدر محیط کشت  میکروباکتریومکنترلی 
، TYMو  TYهای در محیط کشت کالمیدوموناسهای کنترلی دهد که کشتنشان می اسیداستیکآنالیز 
زیست در هر های همدر کشت یداستیکاسکنند. همچنین نرخ مصرف را با نرخ کندتری مصرف می یکاسیداست
در همان محیط کشت است. در  کالمیدوموناسهای کنترلی محیط کشت کمتر از نرخ مصرف آن در کشت
-4 شود )شکلدر تمام روزها در محیط کشت دیده می اسیداستیک TYM زیست در محیط کشتهای همکشت
44 (dکشت در محیط  میکروباکتریومهای کنترلی ((. در کشتTAP که شود. در حالیمصرف نمی اسیداستیک
، تجمع بیشتر TYMو  TMهای شود. در محیط کشتمشاهده می اسیداستیکمصرف  TYدر محیط کشت 
 شود.دیده می میکروباکتریومهای کنترلی در کشت اسیداستیک
ور که در دهد. همانطنشان می TYMو  TMهای تغییرات غلظت مانیتول را در محیط کشت 45-4شکل 
های کند. مصرف مانیتول در هر دو کشتمانیتول را مصرف نمی کالمیدوموناسهای قبل نیز بیان شد، بخش
حیط کشت تنها در م میکروباکتریومهای کنترلی که کشتشود. در حالیزیست در دو محیط کشت دیده میهم
TYM کنند. مانیتول را مصرف می 
های در کشت TYMو  TMهای تنها در محیط کشت اسیدالکتیککه نشان داده شده است  46-4در شکل 
شود. همچنین مقادیر بسیار ناچیزی از این ترکیب آلی در زیست تولید میهای همو کشت میکروباکتریومکنترلی 
های تولید شده در کشت اسیدالکتیکشود. مقدار وزهای اول مشاهده میدر ر کالمیدوموناسهای کنترلی کشت
 است.  TMبیشتر از محیط کشت  TYMست در محیط کشت زیهم
کند و تولید می اسیدفرمیکها در تمام محیط کشت کالمیدوموناسدهد که نشان می 47-4همچنین شکل 
 کالمیدوموناسهای کنترلی محصول تخمیری در کشت ی مخمر و مانیتول مقدار تولید اینبا اضافه کردن عصاره
 فرمیکاسیدزیست مقدار قابل توجهی های همدر کشت ،کالمیدوموناسهای کنترلی د کشتیابد. هماننافزایش می
های کنترلی زیست و کشتهای همشود. اتانول از دیگر محصوالت تخمیری است که در کشتتولید می
این (. مقدار تولید این محصول تخمیری در 48-4شود )شکل ها تولید میدر تمام محیط کشت میکروباکتریوم
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های در محیط کشت کالمیدوموناسها است. همچنین بیشتر از سایر محیط کشت TYMها در محیط کشت کشت
TYM, TAP  وTY کند. اتانول تولید می 
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های ط کشتهای کنترلی این در محیو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیداستیکغلظت . 44-4شکل 
TAP (a ،)LTM (b ،)LTY (c و )LTYM (d.)  میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر اطالعات نشان داده شده
 آزمایش است.
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 LTMهای کشت های کنترلی در محیطو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت مانیتولغلظت . 54-4شکل 
(a و )LTYM (b.)  دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به 
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های های کنترلی در محیط کشتو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیدالکتیکغلظت . 46-4شکل 
TAP (a ،)LTM (b ،)LTY (c و )LTYM (d.)  نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر اطالعات نشان داده شده میانگین
 آزمایش است.
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های های کنترلی در محیط کشتو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیدفرمیکغلظت . 47-4شکل 
TAP (a ،)LTM (b ،)LTY (c و )LTYM (d.)  میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر اطالعات نشان داده شده
 آزمایش است.
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 TAPهای های کنترلی در محیط کشتو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همغلظت اتانول در کشت. 48-4شکل 
(a) ،LTM (b ،)LTY (c و )LTYM (d.)  میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر اطالعات نشان داده شده
 آزمایش است.
 
زیست های همهیدروژن در کشت بلندمدتبرای تولید  مناسبمحیط کشت . 5-6-4-4
  میکروباکتریوم-کالمیدوموناس
جداگانه  ی مخمر به صورتوجود این که با افزودن مانیتول و عصاره نتایج این بخش از تحقیق نشان دادند با
یابد، بیشینه ها افزایش میتولید هیدروژن در این کشت میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همبه کشت
زیست در های همرسد که در کشتشود که هر دو به محیط کشت اضافه شوند. به نظر میتولید زمانی حاصل می
زیست از نظر رشد های هم، رفتار کشتوباکتریوممیکری مخمر بر با تمام شدن اثر مثبت عصاره TYمحیط کشت 
شود. این شباهت رفتاری در می کالمیدوموناسهای کنترلی و تولید هیدروژن مانند رفتار کشت کالمیدوموناس
بر رشد و تولید هیدروژن  میکروباکتریومزیستی که تاثیر همشود. در حالینیز دیده می TAPهای محیط کشت
توان نتیجه تری ادامه دارد. بنابراین میبرای مدت زمان طوالنی TYMو  TMهای در محیط کشت کالمیدوموناس
زیست ضروری است. با توجه به های همدر کشت میکروباکتریومگرفت که حضور مانیتول برای رشد و فعالیت 
ی تولید و ام ادامه دارد. در صورتی که فرضیه11تنها تا روز  TM هایژن در کشتنتایج حاصل شده تولید هیدرو
توان نتیجه گرفت صحت داشته باشد می میکروباکتریومبرای رشد  کالمیدوموناستوسط  اسیدهای آمینهترشح 
متوقف شده  کالمیدوموناسکه به دالیلی مانند تمام شدن منبع نیتروژن در محیط کشت، تولید این ترکیبات در 
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برای تولید هیدروژن در  اسیداستیکمانند تنفس اکسیژن و تولید  میکروباکتریومدر نتیجه اثرات مثبت  و
 شود.وجود نداشته و تولید هیدروژن قطع می کالمیدوموناس
تنها در روز اول  TYMو  TMهای در محیط کشت میکروباکتریومهمچنین آشکار است که اختالف نرخ رشد 
ها مرتبط ی مخمر در این محیط کشتد که به احتمال زیاد این اختالف به حضور عصارهشومشاهده می آزمایش
مانند محیط  میکروباکتریومشود، رشد تمام می TYMی مخمر در محیط کشت است. زمانی که اثر مثبت عصاره
های باکتری در کشتی رشد مقایسهشود. به عالوه، با وابسته می کالمیدوموناسزیستی با ی همبه رابطه TMکشت 
ی مخمر توان نتیجه گرفت که اثر عصارهمی TYزیست در محیط کشت های همو کشت میکروباکتریومکنترلی 
زیست است. ممکن است دلیل آن رقابت و های همتر از کشتهای کنترلی طوالنیبر رشد این باکتری در کشت
زیست باشد. جالب توجه است که های همدر کشت المیدوموناسکی مخمر توسط مصرف برخی ترکیبات عصاره
توان نتیجه گرفت که های کنترلی باکتری میو مانیتول در کشت اسیداستیکبا در نظر گرفتن تغییرات غلظت 
دهد ترجیح می اسیداستیکمانتیول را به  میکروباکتریومی مخمر در محیط کشت موجود باشد که عصارهدرصورتی
 کند.استفاده می اسیداستیکد از در صورتی که مانیتول در دسترس نباشو تنها 
زیستی با برای رشد و ایفای نقش مثبت، به منظور تولید هیدروژن در هم میکروباکتریومدر مجموع 
رد. این باکتری به پروتئینی به همراه یک منبع کربن مناسب مانند مانیتول احتیاج دا مشتقاتبه  کالمیدوموناس
مورد نیاز رشد و  اسیداستیکاه مصرف مواد مورد نیاز رشد، اکسیژن موجود در محیط را نیز مصرف کرده و همر
نیاز این باکتری به  کالمیدوموناسزیستی با کند. از سوی دیگر همرا تولید می کالمیدوموناستولید هیدروژن در 
زیست های همهیدروژن در کشت دتبلندماین ترتیب تولید کند. به را برطرف میی پروتئین مشتقات
 شود.میسر می میکروباکتریوم-کالمیدوموناس
 میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت پروتئینیمشتقات . کنترل غلظت 7-4-4
 مشتقاتی مخمر به عنوان منبع از عصاره میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای هم زیستی تا کنون در آزمایش
و اسیدهای پپتیدی  و ی مخمر یک ترکیب پیچیده شامل ترکیبات پروتئینیاستفاده شده است. عصاره نیپروتئی
ها، فاکتورهای رشد و ... است. بنابراین ممکن است عواملی به غیر از تامین منابع کربن و نیتروژن ، ویتامینمینهآ
و اثرات متقابل این  میکروباکتریومت مورد بحث و بررسی قرار گرفته است. رشد و فعالی 4-4-4که در بخش 
 زیست را تحت تاثیر قرار دهند. های همدر کشت کالمیدوموناسباکتری با 
ای از پپتیدها و آمینواسیدها است به عنوان جایگزین بنابراین در این قسمت از تحقیق از تریپتون که مجموعه
مین کربن یا نیتروژن را داشته باشد. همچنین دو ی مخمر استفاده شده است که تنها نقش منبع تابرای عصاره
و بررسی اثر آن روی تولید هیدروژن  یوممیکروباکترتریپتون به منظور کنترل رشد  g/l 025/0و  5/2غلظت 
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های مختلف، مشاهده های تصادفی رشد بین باکتریمطالعه شده است. از سوی دیگر با انجام یک سری آزمایش
پروتئینی مشتقات در محیط کشت فاقد  متیلوباکتریومدر کنار باکتری دیگری به نام  یوممیکروباکترشده است که 
بر تولید  متیلوباکتریومزیستی با های مختلف تریپتون، اثر همرشد قابل توجهی دارد. بنابراین عالوه بر غلظت
 بررسی شده است.  میکروباکتریوم–کالمیدوموناسزیست های همهیدروژن در کشت
 ی نوریسیتهدانو  01/0 میکروباکتریوم ی نوریدانسیته، µg/ml 10 ی کلروفیلمایش با غلظت اولیهآز
شروع شده است. بیوراکتورهای دارای باکتری و میکرو جلبک  PPFD 50 در معرض شدت نور 05/0 متیلوباکتریوم
 استفاده شده است.  g/l 5  +TAPتول ی، مانیاند. از محیط کشت بر پایهخالص به عنوان کنترل در نظر گرفته شده
 تولید هیدروژن و سطح اکسیژن در فضای باالسری بیوراکتورها. 1-7-4-4
شود افزودن تریپتون به محیط کشت سبب افزایش تولید هیدروژن ه می( مشاهدa) 49-4همانطور که در شکل 
های شود. تولید هیدروژن در کشتمیشود. با افزایش غلظت تریپتون در محیط کشت، هیدروژن بیشتری تولید می
یپتون مشابه مقدار تولید شده در بیوراکتورهای دارای غلظت کم تر متیلوباکتریومو  میکروباکتریومزیست شامل هم
کند. هماهنگی دقیقی بین در شرایط آزمایش هیدروژن تولید نمی میکروباکتریومنیز مانند  متیلوباکتریوماست. 
های و کشت کالمیدوموناسهای کنترلی اکسیژن در فضای باالسری بیوراکتورها در کشتتولید هیدروژن و سطح 
اکسیژنی و تولید (. شرایط کم49-4شود )شکل ه میاکسیژنی دیدزیست مبنی بر تولید هیدروژن در شرایط کمهم
ظت باالی تریپتون در محیط کشت دارای غل میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همهیدروژن تنها از کشت
، TMها نشان داده شده است که در محیط کشت های کنترلی باکتریتا پایان آزمایش ادامه دارند. در کشت
که مصرف و متیلوباکتریوم خالص تنفس سلولی قابل توجهی تا پایان آزمایش ندارند. درحالیمیکروباکتریوم خالص 
  ((.b) 49-4شود )شکل اکتری مشاهده میزیست این دو بهای همقابل توجه اکسیژن در کشت
زیست در محیط های همو کشت کالمیدوموناسهای کنترلی غلظت کلروفیل کشت. 2-7-4-4
 متیلوباکتریومزیستی با های مختلف تریپتون و در همهای دارای غلظتکشت
که با افزایش در حالیهای کنترلی جلبک ندارد. در کشت کالمیدوموناستریپتون اثر قابل توجهی بر رشد 
کشت با غلظت باالی تریپتون  یابد. در محیطزیست کاهش میهای همغلظت تریپتون غلظت کلروفیل در کشت
 یابد. زیست غلظت کلروفیل در شش روز اول آزمایش افزایش مالیمی داشته و سپس کاهش میهای همدر کشت
در محیط  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست ای همهدر کشت کالمیدوموناسروند تغییرات غلظت کلروفیل 
-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همت آن در کشتکشت با غلظت کم تریپتون مشابه روند تغییرا
زیست تا های همدر کشت متیلوباکتریوماست. با این اختالف که حضور  TMدر محیط کشت  تیلوباکتریومم
 (.50-4کند )شکل را تعدیل می کالمیدوموناسبر رشد  یوممیکروباکترحدودی اثر منفی 
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C h la m y d o m o n a s  T M
M ic ro b a c te r iu m ( M ic ro )  c o -c u ltu re s  T M
M e th y lo b a c te r iu m  (M e th y lo )  c o -c u ltu re s  T M
M ic ro -M e th y lo c o -c u ltu re s  T M
C h la m y d o m o n a s  T T M  (T ry p = 0 .0 2 5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m c o -c u ltu re s  T T M  (T ry p = 0 .0 2 5  g /L )
C h la m y d o m o n a s  T T M  (T ry p = 2 .5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m c o -c u ltu re s  T T M  (T ry p = 2 .5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m T M
M e th y lo b a c te r iu m  T M
M ic ro -M e th y lo T M
M ic ro b a c te r iu m T T M  (T ry p = 0 .0 2 5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m T T M  (T ry p = 2 .5  g /L )
 
-کالمیدوموناسزیست های همموجود در فضای گاز باالسری کشت (b) ( و مقدار اکسیژنaتولید هیدروژن ). 49-4شکل 
هیدروژن تولید شده به  .های مختلفدر محیط کشتهای کنترلی، و کشت متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس ویکروباکتریم م
ن داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل هر آزمایش اطالعات نشا صورت تجمعی نشان داده شده است.
 است.
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C h la m y d o m o n a s  T M
M ic ro b a c te r iu m ( M ic ro )c o -c u ltu re s  T M
M e th y lo b a c te r iu m  (M e th y lo )  c o -c u ltu re s  T M
M ic ro -M e th y lo c o -c u ltu re s  T M
C h la m y d o m o n a s  T T M  (T ry p = 0 .0 2 5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m c o -c u ltu re s  T T M  (T ry p = 0 .0 2 5  g /L )
C h la m y d o m o n a s  T T M  (T ry p = 2 .5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m c o -c u ltu re s  T T M  (T ry p = 2 .5  g /L )
 
و  متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس ویم میکروباکتر-کالمیدوموناسزیست های همغلظت کلروفیل در کشت. 50-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار  .های مختلفدر محیط کشت جلبکهای کنترلی کشت
 مستقل هر آزمایش است.
  
 های کنترلیدر کشت ی نوریدانسیته. 3-7-4-4
 TMدر محیط کشت  میکروباکتریومشده است، در شرایط آزمایش ( نشان داده 4-51همانطور که در شکل )
شود که کند. با افزودن تریپتون به این محیط کشت رشد سریع این باکتری در روزهای اول مشاهده میرشد نمی
ی شود. رشد کند و پیوستهپس از دو یا چهار روز بسته به غلظت تریپتون به فاز سکون رشد منتهی می
زیست های همکشت شود. همچنینمشاهده می TMتا پایان آزمایش در محیط کشت  متیلوباکتریوم
تا روز  متیلوباکتریومهای خالص به طور پیوسته و با سرعت بیشتری نسبت به کشت متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم
 نشان داده شده است. 52-4ام در شکل 12ها در روز کنند. تصویری از این کشتام رشد می12
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M ic ro b a c te r iu m T M
M e th y lo b a c te r iu m  T M
M ic ro -M e th y lo T M
M ic ro b a c te r iu m T T M  (T ry p = 0 .0 2 5  g /L )
M ic ro b a c te r iu m T T M  (T ry p = 2 .5  g /L )
 
و باکتری در محیط زیست این دهای همو کشت متیلوباکتریومو  میکروباکتریمهای خالص کشت ی نوریدانسیته. 51-4شکل 
 اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل هر آزمایش است. های مختلف.کشت
 
 
وکشت  متیلوباکتریوم-میکروباکتریومزیست های هم،کشتممیکروباکتریهای خالص ز چپ به راست کشتتصویر ا. 52-4شکل 
 . LTM در محیط کشت متیلوباکتریومخالص 
 
 کالمیدوموناسزیستی با در هم میکروباکتریوم. کنترل رشد 4-7-4-4
تون در محیط کشت، ارتباط با غلظت تریپ میکروباکتریومنتایج این بخش از تحقیق نشان دادند که رشد 
سریعتر بوده و نقش آن در فراهم ساختن شرایط  میکروباکتریوممستقیم دارد. با افزایش غلظت تریپتون، رشد 
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تری برای تر است. از سوی دیگر هر چه شرایط مناسباکسیژنی، مناسب برای تولید هیدروژن مؤثرتر و طوالنیکم
تر است. بنابراین غلظت تریپتون در قوی کالمیدوموناسنفی آن بر رشد م باشد، اثر مفراه میکروباکتریومرشد 
و تولید  میکروباکتریومو  کالمیدوموناسمحیط کشت، پارامتری کلیدی است برای دستیابی به رشد مناسب 
 ی هیدروژن.بهینه
. در اینجا با اینکه [103]ت ی رشد گیاهان شناخته شده اسبه عنوان باکتری تقویت کننده متیلوباکتریوم
های شود، تقویت تولید هیدروژن در کشتمشاهده نمی متیلوباکتریومدر حضور  کالمیدوموناسبهبودی برای رشد 
زیست های همشده در کشت ه مقدار تولیدنسب ب متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست هم
های ی نمودار رشد کشتشود. همچنین با مقایسهدیده می TMدر محیط کشت  میکروباکتریوم-کالمیدوموناس
توان نتیجه می TMزیست این دو باکتری در محیط کشت های همو کشت متیلوباکتریومو  میکروباکتریومخالص 
برد و با توجه به رنگ بیوراکتورها به با باکتری دیگر سود میزیستی ها از همگرفت که حداقل یکی از باکتری
زیستی با (. به این ترتیب هم52-4زیستی است )شکل جمعیت غالب این هم میکروباکتریوماحتمال زیاد 
و با نرخ پایین  صورت بلندمدتو در نتیجه هیدروژن به شده  میکروباکتریومسبب رشد و فعالیت  متیلوباکتریوم
ی متقابل این دو باکتری نیاز به شود. بررسی رابطهتولید می کالمیدوموناسزیست دو باکتری و ای همهدر کشت
 تحقیقات بیشتری دارد. 
فقط  TMدر محیط کشت  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر اینجا تولید هیدروژن در کشت
ی دانسیتهلید هیدروژن در همین محیط کشت زمانی که روز تو 11روز ادامه دارد. بنابراین در مقایسه با  پنج
ی توان نتیجه گرفت که غلظت اولیه(، می1-6-4-4بود )بخش  1/0ها در کشت میکروباکتریومی اولیه نوری
موثر  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همبر مدت زمان و مقدار تولید هیدروژن در کشت میکروباکتریوم
 است. 
های مختلف و بررسی اثر آن در محیط کشت متیلوباکتریومو  میکروباکتریومزیستی م. ه8-4-4
 بر تولید هیدروژن 
 TMو  TAPهای در محیط کشت متیلوباکتریومو  میکروباکتریومزیستی تمرکز این بخش از تحقیق بر هم
ی نسبت به بخش قبل، یعنی های باالتر این دو باکتراست. در شروع آزمایش از غلظت( g/L 5  +TAPمانیتول )
زیستی این دو باکتری به صورت انفرادی و ترکیبی برای هرکدام استفاده شده است. اثر هم 1/0ی سلولی دانیسته
 سه میکروارگانیسم در معرض شدت نور  زیست اینهای همدر کشت کالمیدوموناسبر تولید هیدروژن و رشد 
PPFD 50  در ابتدای آزمایش  کالمیدوموناسمطالعه شده است. غلظت کلروفیلµg/ml 10  بوده است. همچنین
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های ها در کشتنشان داده شده است. آنالیز متابولیت TMو  TAPهای رشد این دو باکتری در محیط کشت
 انجام و گزارش شده است.زیست های همها و کشتکنترلی باکتری
 ری بیوراکتورهاتولید هیدروژن و سطح اکسیژن در فضای باالس .1-8-4-4
و  میکروباکتریومزیستی با هم TAPشود در محیط کشت ( مشاهده میa) 53-4همانطور که در شکل 
 کالمیدوموناسها با زیست هر یک از این باکتریهای همتاثیر یکسانی بر تولید هیدروژن در کشت متیلوباکتریوم
بهبود نسبتا کمی بر  کالمیدوموناسباکتری و  زیست شامل هر دوهای همدارد. در همین محیط کشت، در کشت
شود که به دیده می وموناسکالمیدها و زیست شامل هر یک از باکتریهای همتولید هیدروژن نسبت به کشت
( است. 1/0نسبت به  2/0برابر  ی نوریدانسیتهی باکتریایی )ی باالتر جامعهاحتمال زیاد دلیل آن، غلظت اولیه
 4-53عملکرد یکسانی در تولید هیدروژن )شکل  متیلوباکتریوم–کالمیدوموناسزیست هم هایهمچنین کشت
(a53-4باالسری بیوراکتورها )شکل  (( و تغییرات سطح اکسیژن در فضای (bهای (( در محیط کشتTAP  وTM 
در  متیلوباکتریوم–تریوممیکروباک–کالمیدوموناسو  میکروباکتریوم–کالمیدوموناسزیست های همدارند. در کشت
شود روز( تولید می 22و حداقل  11هیدروژن به صورت پایا برای مدت زمان طوالنی )به ترتیب  TMمحیط کشت 
یکسان است و پس از آن در  هشتم((. سطح اکسیژن در فضای باالسری این دو نوع کشت تا روز a) 53-4)شکل 
ظت اکسیژن در فضای شود. پس از آن که غلع اکسیژن دیده میتجم میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای کشت
ام(، 12اکسیژنی مناسب برای بیان و فعالیت هیدروژناز رسید )روز ها به باالتر از مرز شرایط کمباالسری این کشت
-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسهای که، سطح اکسیژن در کشتشود. در حالیها متوقف میتولید هیدروژن در آن
(( و تولید هیدروژن با نرخ تولید صعودی ادامه b) 53-4ر پایین بوده )شکل تا پایان آزمایش بسیا متیلوباکتریوم
ها در شرایط آزمایش ((. همانطور که در بخش قبل نشان داده شد، هیچ یک از باکتریa) 53-4دارد )شکل 
 کنند. هیدروژن تولید نمی
 TMو  TAPهای زیست در محیط کشتهای همغلظت کلروفیل کشت .2-8-4-4
زیستی شود. همزیست به دو دسته تقسیم میهای همدر کشت کالمیدوموناسها بر رشد زیستی باکتریاثر هم
زیستی و هم TAPدر محیط کشت  میکروباکتریومزیستی ، همTMو  TAPدر هر دو محیط کشت  متیلوباکتریوم
در بلند مدت نشان  کالمیدوموناساثر منفی ناچیزی را بر رشد ، TAPترکیب این دو باکتری در محیط کشت 
سبب  TMدر محیط کشت  متیلوباکتریوم-میکروباکتریومو ترکیب  میکروباکتریومزیستی که همدهند. در حالیمی
 (.54-4وند )شکل شزیست میهای همکاهش قابل توجه غلظت کلروفیل در کشت
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 های کنترلیا در کشتهباکتری ی نوریدانسیته .3-8-4-4
کند و در محیط رشد نمی TAPدر محیط کشت  میکروباکتریومهای قبل مشابه نتایج حاصل شده از بخش
در چهار  متیلوباکتریومشود. رشد در روز اول کمی رشد کرده که به سرعت به فاز سکون منتهی می TMکشت 
تا روز  TMس از آن، تنها در محیط کشت یکسان است. پ TMو  TAPروز اول آزمایش در هر دو محیط کشت 
 (. 55-4شود )شکل نرخ کند رشد مشاهده می هفتم
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-کالمیدوموناسزیست های همموجود در فضای گاز باالسری کشت (b) ( و مقدار اکسیژنaتولید هیدروژن ). 53-4شکل 
ها در محیط های کنترلی باکتریو کشت متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-میدوموناسکال ومتیلوباکتریوم  -کالمیدوموناس ،یکروباکتریمم
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به  هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است. .LTMو  TAPهای کشت
 دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
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-کالمیدوموناس ومتیلوباکتریوم  -کالمیدوموناس ،میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همغلظت کلروفیل کشت. 54-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه  .LTMو  TAPهای در محیط کشت متیلوباکتریوم-یکروباکتریمم
 تکرار مستقل هر آزمایش است.
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اطالعات نشان داده شده میانگین  .LTMو  TAPهای در محیط کشتمتیلوباکتریوم  و میکروباکتریم ی نوریدانسیته. 55-4شکل 
 نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
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 هاآنالیز متابولیت. 4-8-4-4
های و اتانول( در کشت اسیدفرمیک، اسیدالکتیکمحصوالت تخمیری ) و مانیتول و تولید اسیداستیکمصرف 
اندازه شده است. توجه داشته باشید که  TMو  TAPها در محیط کشت های کنترلی باکتریزیست و کشتهم
تنها  یلوباکتریوممت-کالمیدوموناسزیست های همو کشت میکروباکتریومهای کنترلی ها در کشتآنالیز متابولیت
را  اسیداستیک TMو  TAPهای که در محیط کشت میکروباکتریومر چهار روز اول انجام شده است. برخالف د
با نرخ برابر در هر دو محیط کشت است. در محیط  اسیداستیکی مصرف کننده متیلوباکتریومکند، مصرف نمی
شود یعنی تمام مشاهده نمیدر روز دوم آزمایش  اسیداستیکزیست اثری از های هم، در تمام کشتTAPکشت 
mM 4/17 زیست ترکیب دو های همشود. با این تفاوت که در کشتساعت مصرف می 48در مدت  اسیداستیک
های باقیمانده در محیط کشت از مقدار باقیمانده در دیگر کشت اسیداستیکمقدار  کالمیدوموناس-باکتری
زیست های همموجود در محیط کشت، کشت. از نظر غلظت مواد (56-4زیست بیشتر است )شکل هم
های که در کشتدارند. در حالی TM و TAPهای رفتار مشابهی در محیط کشت متیلوباکتریوم-کالمیدوموناس
، TMدر محیط کشت  متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسو  میکروباکتریوم–کالمیدوموناسزیست هم
( نشان داده b) 57-4(. در شکل 56-4ها  وجود دارد )شکل تری در کشتوالنیبرای مدت زمان ط تیکاسیداس
، مانیتول را مصرف TMدر محیط کشت  میکروباکتریومو  متیلوباکتریومهای شده است که هیچ کدام از باکتری
ول نیست قادر به مصرف مانیت نیز کالمیدوموناسزیست با های همدر کشت متیلوباکتریومکنند. به عالوه نمی
 میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همکه مصرف مانیتول با نرخ مشابه در کشت((. در حالیa) 57-4)شکل 
 شود.مشاهده می متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسو 
محیط  هستند در میکروباکتریومزیستی که شامل های همدهد که تنها کشتنشان می اسیدالکتیکآنالیز 
 TAPهای ها در محیط کشتهای کنترلی باکتری(. کشت58-4کنند )شکل تولید می اسیدالکتیک، TMکشت 
 کنند. تولید نمی اسیدالکتیک TMو 
در هر دو محیط کشت  کالمیدوموناس-میکروباکتریومزیست های همدر کشت اسیدفرمیکتولید قابل توجه 
TAP  وTM کالمیدوموناسزیست های همدر کشت میکروباکتریومهمچنین  (.59-4شود )شکل مشاهده می-
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 ( وb) متیلوباکتریوم -کالمیدوموناس ،(a)میکروباکتریم -کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیداستیکغلظت . 56-4شکل 
های در محیط کشت (e) متیلوباکتریوم( و d) میکروباکتریومهای کنترلی ( و کشتc) متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس
TAP  وLTM. .اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است 
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 و  متیلوباکتریوم -کالمیدوموناس ،میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همغلظت مانیتول در کشت. 57-4شکل 
 .LTM در محیط کشت (b) متیلوباکتریومو  میکروباکتریومهای کنترلی و کشت (a) متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس
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 ( وb) متیلوباکتریوم -کالمیدوموناس ،(a)میکروباکتریم -کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیدالکتیکغلظت . 58-4شکل 
های در محیط کشت (e) متیلوباکتریوم( و d) میکروباکتریومهای کنترلی شت( و کc) متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس
TAP  وLTM. به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است. اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج 
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M e th y lo b a c te r iu m  c o n t r o l e
 
 ( وb) متیلوباکتریوم -کالمیدوموناس ،(a)وباکتریم میکر-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیدفرمیکغلظت . 59-4شکل 
های در محیط کشت (e) متیلوباکتریوم( و d) میکروباکتریومهای کنترلی ( و کشتc) متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس
TAP  وLTM.  است.اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش 
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M e th y lo b a c te r iu m  c o n t r o l e
 
 ( وb) متیلوباکتریوم -کالمیدوموناس ،(a)میکروباکتریم -کالمیدوموناسزیست های همغلظت اتانول در کشت. 60-4شکل 
های در محیط کشت (e) متیلوباکتریوم( و d) میکروباکتریومهای کنترلی ( و کشتc) متیلوباکتریوم-میکروباکتریم-کالمیدوموناس
TAP  وLTM. ج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.اطالعات نشان داده شده میانگین نتای 
 
در محیط  متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های هم. کشت5-8-4-4
  TMو  TAPهای کشت
کالمیدوموناسزیست های همبه کشت متیلوباکتریوم( نتایج نشان دادند که با افزودن 4-4-7-1در بخش قبل )
سازی شرایط ی باکتریایی بیشتر شده و با فراهم، فعالیت تنفسی جامعهTMدر محیط کشت  میکروباکتریوم-
ی بیشتر دو باکتری در این بخش شود. به دلیل استفاده از غلظت اولیهاکسیژنی، هیدروژن بیشتری تولید میکم
شود. پس ام آزمایش حاصل نمی 10تا روز  زیستکشت همع هیدروژن در این دو نواز تحقیق، اختالفی در تولید 
های شود ولی کشتمتوقف می میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های هماز آن تولید هیدروژن در کشت
. همچنین دهندبا نرخ صعودی به تولید هیدروژن ادامه می متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست هم
سودمند باشد، بیان شد. آنالیز  میکروباکتریومبرای رشد  متیلوباکتریومزیستی با در بخش قبل احتمال این که هم
و اتانول تولید  اسیدفرمیک میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدهند که در کشتها نشان میمتابولیت
به دلیل مصرف این  متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-موناسکالمیدوزیست های همکه در کشتشوند، درحالییم
شود. بنابراین احتمال برقراری ارتباط مفید ها یافت نمی، اثری از این متابولیتمتیلوباکتریوممواد آلی توسط 
وجود دارد. به این ترتیب که  TMر محیط کشت د متیلوباکتریومو  میکروباکتریوم، کالمیدوموناسمتقابل بین 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
  نتایج و تحلیل م:چهارفصل 
142 
را در اختیار این باکتری  میکروباکتریوممناسب رشد و فعالیت  پروتئینی مشتقات متیلوباکتریومو  میدوموناسکال
کنند. فراهم می متیلوباکتریومرا برای رشد  اسیدفرمیک کالمیدوموناساتانول و  میکروباکتریومدهند. قرار می
های سویه 95ستند که به وسیله بیش از %ای هاز گروه منابع کربنی اسیداستیکو  یدفرمیکاساتانول، 
کند. را فراهم می کالمیدوموناسمورد نیاز رشد  اسیداستیک میکروباکتریوم. [105]شوند مصرف می متیلوباکتریوم
ی رقابتی مصرف کننده میکروباکتریومبر خالف  متیلوباکتریوم، TMجالب توجه است که در محیط کشت 
ها را تامین کرده اکسیژن مورد نیاز باکتری کالمیدوموناساست. از سوی دیگر  کالمیدوموناسبرای  اسیداستیک
کنند. به عالوه، مقدار ب برای تولید هیدروژن را مهیا میاکسیژنی مناسها با مصرف اکسیژن شرایط کمو باکتری
ها موثر ملکرد آنها بر عهای کنترلی باکتریزیست و کشتهای همها در کشتی غلظت باکتریو نسبت اولیه
ی بین این سه میکروارگانیسم و یافتن شرایط بهینه برای رشد و تولید هیدروژن در است. بنابراین بررسی رابطه
 تری است. زیست نیازمند مطالعات دقیقهای همکشت
زیست های هماز دیگر دستاوردهای این بخش از تحقیق آن است که حضور مانیتول در رفتار کشت
مانتیول  کالمیدوموناستاثیر قابل توجهی ندارد. به احتمال زیاد این باکتری مانند  متیلوباکتریوم-موناسکالمیدو
 کند. را مصرف نمی
های غنی در محیط کشت کالمیدوموناسزیستی با در هم میکروباکتریوم. بررسی عملکرد 9-4-4
 از قندها
ها در طول فتوسنتز با که عموما در گیاهان و جلبک ترین قند مونوساکاریدی در طبیعت استگلوکز فراوان
شود. ها محسوب میشود. این قند ساده منبع کربن مطلوب برای بیشتر باکتریمصرف انرژی نور خورشید تولید می
های در محیط کشت یوممیکروباکتر-کالمیدوموناسزیست های همبنابراین در این بخش از تحقیق رفتار کشت
مانیتول به طور جداگانه بررسی و با یکدیگر مقایسه شده است. روند تغییرات اکسیژن و تولید  غنی از گلوکز و
 ی نوریدانسیتهزیست، های همهیدروژن در فضای باالسری بیوراکتورها به مدت دو هفته و غلظت کلروفیل کشت
های کنترلی زیست و کشتمهای هها در کشتو آنالیز متابولیت های کنترلی باکتریدر کشت میکروباکتریوم
+  g/l 5)مانیتول ، TAPهای شده است. آزمایش در محیط کشت گیریاندازهام آزمایش  12باکتری در روز 
TAP)TM  مانیتول( ،g/l 5  تریپتون +g/l 5/2  +TAP )TTM گلوکز( ،g/l 5  +TAP)TG   و )گلوکزg/l 5  +
ی کلروفیل در انجام شده است. غلظت اولیه PPFD 50 در معرض شدت نور  g/l 5/2  +TAP) TTGتریپتون 
 .است µg/ml 10 کالمیدوموناسبیوراکتورهای شامل 
 تولید هیدروژن و سطح اکسیژن در فضای باالسری بیوراکتورها .1-9-4-4 
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در محیط  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدهد، کشت( نشان میa) 61-4همانطور که شکل  
های غنی کنند. در محیط کشتهیدروژن تولید می برای مدت زمان طوالنی TTGو  TM ،TTM ،TGهای کشت
زیست در محیط های همشود. همچنین کشتاز هر دو قند، افزودن تریپتون سبب افزایش تولید هیدروژن می
های نند. کشتکهای غنی از مانیتول تولید میهای غنی از گلوکز هیدروژن بیشتری نسبت به محیط کشتکشت
 ((. b) 61-4کنند )شکل های غنی از تریپتون اکسیژن را مصرف میکنترلی باکتری تنها در محیط کشت
محیط  در میکروباکتریوم ی نوریدانسیتهزیست و های همغلظت کلروفیل کشت .2-9-4-4
 های غنی از گلوکز و مانیتولکشت
های در کشت کالمیدوموناسا سبب کاهش غلظت کلروفیل هافزودن هر یک از قندها و تریپتون به محیط کشت
(. اثر اضافه کردن گلوکز به محیط کشت بر کاهش غلظت کلروفیل بیشتر از 62-4شود )شکل زیست میهم
که در محیط کشت (. در حالیTMنسبت به محیط کشت  TGشت مانیتول است )غلظت کلروفیل در محیط ک
TTM  وTTG 63-4شود. از سوی دیگر در شکل های کلروفیل مشاهده نمیغلظت اختالف قابل توجهی بین 
های متناظر غنی از گلوکز در محیط کشت میکروباکتریومهای کنترلی کشت ی نوریدانسیتهاختالف ناچیزی بین 
 کند.های غنی از تریپتون به خوبی رشد میشود. به عالوه این باکتری در محیط کشتو مانیتول دیده می
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C h la m y d o m o n a s  T A P
C h la m y d o m o n a s  T M
C h la m y d o m o n a s  T G
C h la m y d o m o n a s  T T M
C h la m y d o m o n a s  T T G
C o -c u ltu re s T A P
C o -c u ltu re s T M
C o -c u ltu re s T G
C o -c u ltu re s  T T M
C o -c u ltu re s  T T G
M ic ro b a c te r iu m T A P
M ic ro b a c te r iu m T M
b
M ic ro b a c te r iu m T G
M ic ro b a c te r iu m T T M
M ic ro b a c te r iu m T T G
 
-کالمیدوموناسزیست های همموجود در فضای گاز باالسری کشت (b) ( و مقدار اکسیژنaتولید هیدروژن ). 61-4شکل 
هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان  غنی از قندها )گلوکز و مانیتول(.های های کنترلی در محیط کشتو کشت یکروباکتریمم
 هر آزمایش است. اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار مستقل داده شده است.
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های های کنترلی جلبک در محیط کشتو کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همغلظت کلروفیل در کشت. 62-4شکل 
 مستقل هر آزمایش است.العات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل شش تکرار اط غنی از قندها )گلوکز و مانیتول(.
 













T A P T M T G T T M T T G
M ic r o b a c te r iu m
 
اطالعات نشان داده شده میانگین  غنی از قندها )گلوکز و مانیتول(.های در محیط کشت میکروباکتریم ی نوریدانسیته. 63-4شکل 
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 هامتابولیت. آنالیز 3-9-4-4
را مصرف  اسیداستیکنه تنها  TTGو  TAP ،TM ،TTM ،TGهای در هیچ کدام از محیط کشت میکروباکتریوم
-4کند )شکل های غنی از قندها تولید و ذخیره مینکرده، بلکه مقدار کمی از این اسید آلی را در محیط کشت
64 (b در محیط  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیداستیک((. همچنین مقادیر اندکی از
 ((. b) 64-4د )شکل شوام آزمایش دیده می12های غنی از قندها در روز کشت
ندارند.  TGو  TMهای توانایی مصرف مانیتول و گلوکز را در محیط کشت میکروباکتریومهای کنترلی کشت
رسد توانایی مصرف هر دو قند را دارند. به نظر می کالمیدوموناسزیست با های همکه در کشتدر حالی
های (. همچنین در کشت65-4کند )شکل انیتول مصرف میگلوکز را با نرخ کمی باالتر نسبت به م میکروباکتریوم
کنند و آشکار است ندها را مصرف میهای کنترلی باکتری، قزیست و کشتهای همغنی از تریپتون هر دو کشت
 است.  میکروباکتریومهای کنترلی زیست نرخ مصرف قندها بیشتر از کشتهای همکه در کشت
های                        در محیط کشت میکروباکتریومهای کنترلی شود که کشت( مشاهده میb و a) 66-4در شکل 
TTM و TTG کند. تولید می اسیدالکتیکهای غنی از قندها حیط کشتزیست در تمام مهای همو کشت
با نتایج نشان  کنند و این نتایجتولید می اسیدفرمیک، TMو  TAPهای زیست تنها در محیط کشتهای همکشت
زیست در تمام محیط های هم((. به عالوه، کشتc) 66-4( سازگار است )شکل a) 59-4داده شده در شکل 
های فاقد تریپتون در محیط کشت میکروباکتریومهای کنترلی ور قندها و تریپتون و کشتها مستقل از حضکشت
زیست افزودن هر یک از ترکیبات قندی و تریپتون مهای ه((. در کشتf و e) 66-4کنند )شکل اتانول تولید می
 شود.ها میسبب افزایش تولید اتانول در این کشت
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( b) میکروباکتریومهای کنترلی و کشت (a) میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیداستیکغلظت . 64-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار  غنی از قندها )گلوکز و مانیتول(.های در محیط کشت
 مستقل هر آزمایش است.
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های کنترلی و کشت میکروباکتریم-کالمیدوموناسزیست های هم( در کشتbو گلوکز ) (aغلظت مانیتول ). 65-4شکل 
اطالعات نشان داده شده میانگین نتایج به دست آمده از حداقل  غنی از قندها )گلوکز و مانیتول(.های در محیط کشت میکروباکتریوم
 یش است.سه تکرار مستقل هر آزما
 
زیست های همزیستی در کشتی هم. پتانسیل باالی تولید هیدروژن و رابطه4-9-4-4
 های غنی از قندهادر محیط کشت میکروباکتریومو  کالمیدوموناس
برای مدت زمان های غنی از قندها در محیط کشت میکروباکتریوم–کالمیدوموناسزیست های همکشت
وه بر قند، محیط کشت غنی از تریپتون )ترکیبات پپتیدی و کنند. چنانچه عالهیدروژن تولید میطوالنی 
شود که دلیل آن رشد بیشتر و احتماال فعالیت بیشتر آمینواسیدی( باشد، هیدروژن بیشتری تولید می
(، یکاسیداستها است. با توجه به نرخ مصرف قندها و آنالیز محصوالت تخمیری )به جز در این کشت میکروباکتریوم
تری نسبت به مانیتول زیست متابولیسم فعالهای همدر کشت میکروباکتریومهای غنی از گلوکز در محیط کشت
نسبت به  TTM زیست در محیط کشتهای همدر کشت اسیداستیکدارد. با اینکه توجیهی برای تجمع بیشتر 
یری این باکتری در محیط از محصوالت تخم اسیداستیکوجود ندارد، آشکار است که  TTG محیط کشت
 های غنی از قندها است. کشت
در محیط  پروتئینی مشتقاترا وابسته به حضور  میکروباکتریومچنانچه مصرف منبع کربنی و در نتیجه رشد 
های کنترلی زیست نسبت به کشتهای همکشت در نظر بگیریم، به دلیل نرخ باالتر مصرف قندها در کشت
شرایط مناسبی  کالمیدوموناسزیستی با به احتمال زیاد هم TTGو  TTMهای کشت در محیط اکتریوممیکروب
در اختیار  کالمیدوموناسکند و یا ترکیباتی که فراهم می میکروباکتریومفراتر از تامین این ترکیبات برای رشد 
 از تریپتون است. کربنی مطلوب تر و مصرف منبع  میکروباکتریومدهد برای فعالیت قرار می میکروباکتریوم
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-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت (fو  e( و اتانول )dو  c) اسیدفرمیک، (bو  a) اسیدالکتیکغلظت . 66-4شکل 
ده شده اطالعات نشان دا مانیتول(.غنی از قندها )گلوکز و های در محیط کشت میکروباکتریومهای کنترلی و کشت یکروباکتریمم
 میانگین نتایج به دست آمده از حداقل سه تکرار مستقل هر آزمایش است.
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با غلظت باالی  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همتولید هیدروژن در کشت .10-4-4
 کلروفیل
ام آزمایش آلوده شدند هیدروژن  16که در روز  کالمیدوموناسهای دیده شد که کشت 1-4-4در بخش 
کنند. یکی از دالیل آن زیست( تولید میهای همهای آلوده شده از ابتدای آزمایش )کشتبیشتری نسبت به کشت
هایی که از روز ( نسبت به کشت~ µg/ml 70هایی است که دیرتر آلوده شدند )غلظت باالتر کلروفیل در کشت
(. بنابراین در این بخش از تحقیق به منظور µg/ml 10داده شوند )ی باکتریایی کشتبا جامعه زماناول به طور هم
 کالمیدوموناسهای کنترلی در کشت µg chl/ml 50بررسی اثر غلظت کلروفیل، در ابتدای آزمایش از غلظت باالتر 
در  میکروباکتریوم ی نورییتهدانساستفاده شده است.  میکروباکتریوم–کالمیدوموناسزیست های همو کشت
  g/l 5  +TAP)TM، )مانیتول TAPهای آزمایش در محیط کشت است. 1/0در شروع آزمایش  زیستهای همکشت
 اند. انجام شده PPFD 50 و در معرض شدت نور   g/l 4/0  +TAP)TYMی مخمر + عصاره g/l 5و )مانیتول 
ان تا پای  TYMو TMهای زیست در محیط کشتهای همشود کشتمشاهده می 67-4همانطور که در شکل 
ی هیدروژن تولید شده تا روز کنند. با مقایسههیدروژن تولید می روز( در شرایط کم اکسیژنی بوده و 29آزمایش )
که با است، آشکار است  ml/L 1/226و  1/72( که به ترتیب b) 67-4( و a) 41-4های ام آزمایش در شکل14
 شود. افزایش غلظت کلروفیل هیدروژن بیشتری تولید می
توان نتیجه گرفت که ( می7-4-4و 4-4-6های قبل )نظر گرفتن نتایج حاصل شده در اینجا و بخشبا در 
ی پارامترهای کلیدی برای تولید بهینه میکروباکتریومو  کالمیدوموناسهای غلظت کلروفیل اولیه و نسبت سلول
ی کلروفیل رسیدن به شرایط های باالاند که در غلظت( گزارش کرده2018و همکاران ) Nagyهستند. هیدروژن 
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-کالمیدوموناسزیست های همموجود در فضای گاز باالسری کشت (b) ( و مقدار اکسیژنaتولید هیدروژن ). 67-4شکل 
هیدروژن تولید  .LTYMو  TAP ،LTMهای لرفیل در محیط کشتهای کنترلی جلبک دارای غلظت باالی کو کشت یکروباکتریمم
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 پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسی متابولیک کنسرسیوم سازی شبکه. مدل5-4
 درک بهتر ی میکروبی اهمیت قابل توجهی درها در یک جامعهی از مکانیزم ارتباطات بین میکروارگانیسمآگاه
های ی ریاضی به عنوان ابزاری مناسب برای فهم ارتباطسازمدل های اخیردر سال های حیات دارد.بسیاری از جنبه
 .[106]ه است ی میکروبی معرفی شدها و درک رفتار جامعهپیچیده بین ارگانیسم
به  پوتیدا سودوموناس–کالمیدوموناسی متابولیک کنسرسیوم در این بخش از تحقیق مدل ترکیبی شبکه
 کالمیدوموناسهای خالص و تولید هیدروژن در کشت اسیداستیکی رشد جلبک، مصرف منظور بررسی و مقایسه
ت. همانطور که در بخش ساخته و مورد مطالعه قرار گرف سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همو کشت
 کالمیدوموناسهای متابولیک ی متابولیک کنسرسیوم از ترکیب شبکههای تحقیق بیان شده است. شبکهروش
 حاصل شده است.  [90] پوتیدا سودوموناسو  [89]
 باکتری-ها و مدل ترکیبی کنسرسیوم جلبکهای تک جزئی ارگانیسممدل ابعاد .9-4جدول 
 مرجع هاتعداد واکنش هاتعداد متابولیت مدل
 [89] 2394 1845 کالمیدوموناس
 [90] 1171 1104 پوتیدا سودوموناس
 تحقیق حاضر 3600 2982 کنسرسیوم
 
 ی متابولیکمدل ترکیبی شبکه .1-5-4
اند. در نظر گرفته شدهمستقل  1ها به عنوان یک بخشهر یک از ارگانیسم ،ی متابولیکدر مدل ترکیبی شبکه
های های تبادلی بوده و نقش اتصال بین بخشکه شامل متابولیت 2بادلهعالوه بر آن، بخش جدیدی به نام بخش م
پذیر بودن مصرف سوبسترا و ترشح دو بخش دیگر اضافه شده است. برای امکانها را دارد به مربوط به ارگانیسم
، در این مدل محصوالت تولید شده به محیط خارج از سلول، ارتباط بین بخش مبادله و محیط کشت باز است.
باز در  های نوری به مدلاکسیدکربن، اکسیژن و فوتون، دیTAPهای موجود در محیط کشت متابولیتورود شار 
برای  باز در نظر گرفته شده است.بدون قید  ،ها از مدلنظر گرفته شده است. همچنین شار خروج تمام متابولیت
ی میکروبی برای اعضای جامعه 3د مخصوصشبیه سازی رفتار این کنسرسیوم فرض رشد متوازن که در آن رش
 .[108, 107]شود، اعمال شده است ها یکسان در نظر گرفته میحفظ تعادل بین نسبت میکروارگانیسم
 
1 Compartment 
2 Exchange Compartment 
3 Specific Growth Rate 
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ساخته  68-4مطابق شکل  پوتیدا سسودومونا-کالمیدوموناسمتری کنسرسیوم وبه این ترتیب، مدل استوکی
 اند:شده است. نکات زیر در مدل ترکیبی شبکه متابولیک در نظر گرفته شده
ی تعلق به آن میکروب دهندههای داخلی مربوط به هر میکروارگانیسم با نام مجزا که نشان متابولیت (1
 . putida) .(P 2Hو  Chlamy) 2H)اند، برای مثال: است تعریف شده
 . ex) 2H)اند، برای مثال های تبادلی مشترک با یک نام یکسان داخل بخش مبادله تعریف شدهمتابولیت (2
یر برای ی زتوده هر دو ارگانیسم است مطابق مطالعهتوده کلی که شامل زیستیک واکنش زیست (3
 کنسرسیوم در نظر گرفته شده است: 
FChlamy·BMChlamy + FP. putida·BMP. putida → 1 gram BMtotal                                                                                      )1( 
FChlamy = g Dry weightChlamy/g Dry weighttotal                                                                           )2( 
FP. putida = 1 - FChlamy                                                                                                                   )3( 
به همراه  پوتیدا سودوموناس-میدوموناسکالسایز مدل ترکیبی ساخته شده برای شبکه متابولیک کنسرسیوم 
نشان داده شده است. قابل توجه  9-4کنسرسیوم در جدول  های استفاده شده برای هر یک از اعضایسایز مدل
های ها و مجموع تعداد واکنشها در مدل ترکیبی از مجموع تعداد متابولیتها و واکنشاست که تعداد متابولیت
های مربوط به بخش مبادله و نیز واکنش ها به دلیل اضافه کردن واکنشارگانیسمموجود در مدل هر یک از 
 کل، بیشتر است.  تودهزیست
های کنترلی در کشت اسیداستیکتولید هیدروژن، مصرف  ،با استفاده از مدل حاصل شدهدر گام بعدی 
و تحت  TAPسم در محیط کشت زیست این دو میکروارگانیهای همو کشت پوتیدا سودوموناسو  کالمیدوموناس
های خالص این میکرو در کشت کالمیدوموناسبررسی شد. به عالوه، رشد  PPFD 100 و  12،50شدت نورهای 
و در آخر نتایج  مورد مطالعه قرار گرفت PPFD 100 در شدت نور  پوتیدا سودوموناسزیستی با جلبک و در هم
 زیستینتایج تجربی حاصل از همبرای مقایسه، ه شدند. حاصل شده از مدل سازی با نتایج تجربی مقایس
 در نظر گرفته شده است.  291 پوتیدا سودوموناسو  12264 پوتیدا سودوموناسبا  کالمیدوموناس
ی در نظر گرفته شده است. وزن خشک سلولی اولیه mmol  74/1هادر محیط کشت اسیداستیکی مقدار اولیه
زن خشک سلولی و و g 0072/0زیست های همترلی میکرو جلبک و در کشتهای کندر کشت کالمیدوموناس
وزن خشک  است. نسبت g 014/0زیست های همهای کنترلی باکتری و کشتدر کشت پوتیدا سودوموناسی اولیه
 است.زیست در نظر گرفته شده های همدر کشت 1:2 برابر کالمیدوموناس:  سودوموناسی هاتودهزیست سلولی
 اند.در نظر گرفته شده P. putidaF=67/0 و ChlamyF=33/0سازی براین در مدلبنا
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 .سودوموناس پوتیدا-کالمیدوموناسی متابولیک کنسرسیوم های در نظر گرفته شده در تشکیل شبکهنمایی از بخش .68-4شکل 
 هند.نشان می ها با محیط راهای مختلف و هر یک از این بخشهای ارتباطی بین بخشها راهفلش 
 
 اسیداستیک. مصرف 1-1-5-4
و  پوتیدا سودوموناسو  کالمیدوموناسهای کنترلی در کشت اسیداستیک تغییرات مقدار در اینجا روند
 و  50، 12ها در سه شدت نور دل شبکه متابولیک آنزیست این دو میکروارگانیسم با استفاده از مهای همکشت
PPFD 100  .نتایج حاصل از مدل سازی با نتایج تجربی مقایسه  69-4همچنین در شکل پیش بینی شده است
دهند که با افزایش شدت نور نرخ مصرف نشان می نیز سازینتایج تجربی، نتایج مدل راستا باهماند. شده
 شود. به عالوه، در مقایسه بازیست بیشتر میهای همو کشت کالمیدوموناسنترلی های کدر کشت اسیداستیک
شود. همچنین نتایج سریعتر مصرف می کالمیدوموناسهای کنترلی در کشت اسیداستیکزیست، های همکشت
 سسودوموناهای کنترلی در کشت اسیداستیکدهند که نرخ مصرف مدل سازی همانند نتایج تجربی نشان می
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های کنترلی در شدت و کشت پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت اسیداستیکتغییرات غلظت  .69-4 شکل
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 . تولید هیدروژن 2-1-5-4
و  پوتیدا سودوموناس، کالمیدوموناسهای متابولیک سازی شبکهاز تحقیق با استفاده از مدل در این بخش
های های کنترلی این جلبک و باکتری و کشتکنسرسیوم این دو میکروارگانیسم تولید هیدروژن در کشت
ن که در این مطالعه (. با توجه به ای70-4و با نتایج تجربی مقایسه شده است )شکل  سازیشبیهها زیست آنهم
های تنظیمی و سیگنالی ک از فعالیتسازی استوکیومتری مبتنی بر قید استفاده شده است، هیچ یاز روش مدل
 ها هستند در نظر گرفته نشده است. ها و سرعت واکنشی فعالیت آنزیمها که تعیین کنندهسلول
در محیط کشت ارتباط مستقیمی  داستیکاسیمشاهده شد که بین تولید هیدروژن و حضور  3-2-4در بخش 
اکسیژنی برای محیط کشت موجود باشد، شرایط کم در اسیداستیکوجود دارد. به این صورت که مادامی که 
. بنابراین در اینجا تولید هیدروژن تخمین زده [109]های آنزیم هیدروژناز و تولید هیدروژن مهیا است فعالیت
-4(( در شکل a،b،c) 69-4در محیط کشت موجود باشد )شکل  اسیداستیکسازی تا زمانی که شده توسط مدل
71 (a،b،c .رسم شده است ) 
با  کالمیدوموناسهای کنترلی های تجربی، تولید هیدروژن در کشتهمانند نتایج به دست آمده از آزمایش
کند. در تمام شدت همانند نتایج تجربی هیدروژن تولید نمی پوتیدا سودوموناسیابد. افزایش شدت نور، کاهش می
کنند. همانطور تولید می کالمیدوموناسهای کنترلی ه کشتزیست هیدروژن بیشتری نسبت بهای همنورها کشت
شود، اگر چه از نظر مقدار تولید هیدروژن هماهنگی نزدیکی بین نتایج تجربی و نتایج به دست که مشاهده می
ها به صورت سازی توانایی پیش بینی رفتار کشتشود، مدلسازی شبکه متابولیکی دیده نمیآمده از مدل
 ا دارد.ای رمقایسه
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، 12های کنترلی در شدت نورهای و کشت پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همتولید هیدروژن در کشت .70-4شکل 
روژن هید (.d،e،fهای تجربی )( و نتایج به دست آمده از آزمایشa،b،cسازی )بینی شده توسط مدلنتایج پیش .PPFD 100و  50
 تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است.
 
  
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
  نتایج و تحلیل م:چهارفصل 
157 
 





















1 2  P P F D a




















1 2  P P F D d









































3 0 5 0  P P F D
T im e  (d )
e




















C h la m y d o m o n a s
C o -c u ltu re
P . p u t id a
1 0 0  P P F D c






















C h la m y d o m o n a s
P . p u t id a  1 2 2 6 4 (C o -c u ltu re )
P . p u t id a  2 9 1 (C o -c u ltu re )
P . p u t id a  1 2 2 6 4
P .  p u t id a  2 9 1
1 0 0  P P F D f
M o d e lin g E x p e r im e n t
 
تا زمانی  (69-4)شکل  های کنترلیو کشت پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همتولید هیدروژن در کشت .71-4شکل 
بینی شده توسط نتایج پیش .PPFD 100و  50، 12(، در شدت نورهای 68-4ها موجود باشد )شکل در محیط کشت اسیداستیککه 
 هیدروژن تولید شده به صورت تجمعی نشان داده شده است. (.d،e،fهای تجربی )( و نتایج به دست آمده از آزمایشa،b،cسازی )مدل
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 کالمیدوموناس. رشد 3-1-5-4
ری، تاثیر باکتری بر رشد جلبک باکت-زیست جلبکهای همین پارامترهای مورد بررسی در کشتتریکی از مهم
 کالمیدوموناسبر رشد  پوتیدا سودوموناسزیستی است. در این بخش از تحقیق نتایج حاصل از پیش بینی اثر هم
به دست آمده از سازی با نتایج با استفاده از مدل PPFD 100 در معرض شدت نور  TAPدر محیط کشت 
های ا که کلروفیل تنها در ساختار جلبک وجود دارد، در آزمایشهای تجربی مقایسه شده است. از آنجآزمایش
شود. همانطور که در شکل تجربی تغییرات غلظت کلروفیل به عنوان شاخصی برای رشد جلبک در نظر گرفته می
72-4 (bیابد که کاهش می پوتیدا سودوموناسزیستی با هر دو ( نشان داده شده است، غلظت کلروفیل در هم
سازی های کنترلی است. مدلزیست نسبت به کشتهای همدر کشت کالمیدوموناسی رشد کمتر دهنشان دهن
سلولی را پیش بینی ، در قالب وزن خشک پوتیدا سودوموناسزیستی با در هم کالمیدوموناسنیز کاهش رشد 
 ((. a) 72-4کند )شکل می
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های کنترلی این و کشت پوتیدا سودوموناس-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت میدوموناسکالرشد ی مقایسه .72-4شکل 
( و نتایج به دست آمده از a) بر اساس وزن خشک سازیبینی شده توسط مدلنتایج پیش .PPFD 100جلبک در شدت نور 
 .اندارائه شده (b) بر اساس غلظت کلروفیل های تجربیآزمایش
 
-کالمیدوموناسبینی رفتار کنسرسیوم ای مناسب برای پیشگزینه سازی،. مدل2-5-4
 است. ودوموناس پوتیداس
ها را در نظر نگرفته و ی و سیگنالی سلولهای تنظیمسازی مبتنی بر قید فعالیتهمانطور که بیان شد، مدل
بینی دقیق رفتار سلولی یششود. بنابراین پهای متابولیکی انجام میی معادالت استوکیومتری واکنشتنها بر پایه
توان که میسازی مبتنی بر قید، امری ناممکن است. درحالیبه صورت عددی و با جزئیات کامل با استفاده از مدل
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دهند که با ها استفاده کرد. نتایج حاصل شده در این بخش از تحقیق نشان میرفتار سلول سازیشبیهاز آن برای 
های کنترلی توان در کشتو رشد جلبک را می اسیداستیکولید هیدروژن، مصرف سازی، روند تاستفاده از مدل
ها مقایسه کرد. شباهت زیست این میکروارگانیسمهای همبا کشت سودوموناس پوتیداو  کالمیدوموناس
سازی ریاضی برای ی پتانسیل باالی مدلهای تجربی، نشان دهندهسازی و نتایج آزمایشهای مدلبینیپیش
 ها در شرایط مختلف آزمایشگاهی است.مین رفتار سلولتخ
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زیستی جلبک و باکتری در محیط کشت غنی و نتایج، نشان داده شد که هم بخش اولدر تحقیق حاضر، در 
ها توانایی کاهش د هیدروژن است. رشد هتروتروفی باکتریدر روشنایی یک رویکرد امیدوارکننده برای تولی
ومی اکسیژن به مقدار مناسب برای تولید هیدروژن در شدت نورهای متوسط رو به باال را دارد. بر خالف باور عم
زیست نبوده و های همها تنها دلیل بهبود تولید هیدروژن در کشتافزایش نرخ مصرف اکسیژن توسط باکتری
ها سبب افزایش مقدار و مدت زمان تولید هیدروژن در این کشت اسیداستیکا توانایی کاهش نرخ مصرف بلکه غالب
ی مناسبی برای تحقیقات بعدی ما در زمینهشود. دانستن این اطالعات اولیه می کالمیدوموناسهای در سلول
 باکتری ایجاد کرد.-زیست جلبکهای همراستای تولید هیدروژن در کشت
کنند که مسیرهای متابولیکی ها از طریق مسیرهای متابولیکی تخمیری هیدروژن تولید میز باکتریبعضی ا
ست که مقدار هیدروژن تولید شده در روشنایی شوند. گزارش شده افعال تولید هیدروژن در تاریکی نیز نامیده می
مسیرهای متابولیکی تخمیری های فتوسنتزی کمتر از مقدار هیدروژن تولید شده از طریق توسط ارگانیسم
ها  با مصرف . هیدروژن محصول نهایی مسیرهای متابولیکی تخمیری باکتری[110, 16]ها در تاریکی است باکتری
تولید تخمیری هیدروژن ترین معضالت به عنوان منبع کربنی است. یکی از مهم 1ها و ضایعاتاز خوراک زیادی تنوع
تخمیر است.  یندفرادر  اسیداستیکی مواد الی تولید شده مانند بازده پایین تولید به دلیل تجمع بیش از اندازه
. تولید تخمیری [111]زند ها آسیب میها و تولید هیدروژن در آنتجمع این مواد آلی به رشد این ارگانیسم
 2هوازی محضهای بیای مطالعه شده است. گروه باکتریصورت گسترده ها بههیدروژن در دو گروه مجزای باکتری
اکسیداسیون پیروات  فرایندد. در این گروه تولید هیدروژن به ها هستنای از آننمونه 3کالستریدیومهای که سویه
نزیم، ( مرتبط است. بر اساس نام این آPFOR) 4به استیل کوآ توسط آنزیم پیروات فردوکسین اکسیدوردوکتاز
شود که استات شود. بیشینه تولید هیدروژن در این مسیر متابولیکی زمانی حاصل مینامیده می PFORمسیر 
 
1 Wastes 
2 Strict anaerobes 
3 Clostridium spp. 
4 Pyruvate ferredoxin oxidoreductase 
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در محیط کشت یکی از مشکالت اصلی  اسیداستیکاست. هر چند تجمع  فرایند تخمیر ی نهاییدهمحصول عم
است که  1هوازی اختیاریهای بی. گروه دوم شامل باکتری[113–111]ها است تولید هیدروژن در این ارگانیسم
به کاتابولیسم فرمات توسط آنزیم فرمات هیدروژن تولید هیدروژن  کالیای ها است. در باکتریمثالی از آن کالیای
افتد، جایی که ها اتفاق میهوازی تخمیر مخلوط اسیدها در این ارگانیسم( مرتبط است. در شرایط بیFHL) 2لیاز
پس شوند. س( مصرف شده و فرمات و استیل کوآ تولید میPFL) 3پیروات به طور عمده توسط پیروات فرمات لیاز
-PFLمسیر متابولیکی تولید  فرایندشود. این تبدیل می اکسیدکربنبه هیدروژن و دی FHLی لهفرمات به وسی
2H و اتانول تولید شده از شکست استیل کوآ محصوالت نهایی غیر قابل اجتناب این  اسیداستیکشود. نامیده می
ن مشکالت برای رشد و تولید ترییکی از مهم اسیداستیک، تجمع PFORهستند. همانند مسیر متابولیکی  فرایند
از  کالیایو  کلستریدیومهای است. مطالعات زیادی برای بهبود و تولید هیدروژن در سویه کالیایهیدروژن در 
ها به صورتی که مسیرهای متابولیکی تخمیری تغییر مسیر داده و تجمع محصوالت طریق دستکاری این ارگانیسم
 اسیداستیککه تجمع سینات و بوتیرات کاهش یابد انجام شده است. در حالینهایی ناخواسته مانند الکتات، سوک
ها به ولید هیدروژن اتفاق افتاده و مسیرهای تولید آنزمان با تغیر قابل اجتناب است زیرا تولید این اسید آلی هم
ها در سلول 4کاهش-ی انرژی/اکسایشبرای حفظ توازن بهینه اسیداستیکهم مرتبط هستند و به عالوه تولید 
و تولید هیدروژن در این جلبک موضوع  کالمیدوموناسدر رشد  اسیداستیک. نقش [114– 111]ضروری است 
این تحقیق  بخش دوماست که در  کالمیدوموناسها و کیب تولید هیدروژن در باکتریقابل توجهی برای تر
مورد نیاز  اسیداستیکهای غنی از قندها، ها در محیط کشتبررسی شد. نتایج این بخش نشان دادند که باکتری
 بلندمدتیب تولید دهند و به این ترتقرار می کالمیدوموناسرشد و تولید هیدروژن را تولید کرده و در اختیار 
شود. به عالوه، مشاهده شد که در محیط باکتری ممکن می-کالمیدوموناسزیست های همهیدروژن در کشت
ی سویه-کالمیدوموناسزیست های همی خوراک دهی مناسب در کشتاده از نحوهکشت غنی از گلوکز، با استف
افزایی به این معنا است که در شود. همحاصل می افزایی تولید هیدروژن، همکالیایی هیدروژن تولید کننده
ا حاصل ههای خالص آنها هیدروژن بیشتری نسبت به مجموع تولید در کشتزیست این ارگانیسمهای همکشت
توانند منابع ها میتوان در نظر گرفت که در شرایط مناسب رشد، باکتریاز نظر رویکرد بیوتکنولوژی می شود.می
با مصرف  کالمیدوموناسکنند. سپس تولید  اسیداستیکن قیمت را مصرف کرده و هیدروژن و آلی کربن ارزا
، اکسیژن تولید کالمیدوموناسبرای  اسیداستیکین ها به ازای تامکند. باکتریهیدروژن تولید می اسیداستیک
ها هر دو سبب پایداری و باکتری کالمیدوموناسکنند. این داد و ستد بین را مصرف می ریزجلبکشده توسط 
ترشح شده به محیط کشت  اسیداستیک کالمیدوموناسشوند. از سوی دیگر می کالمیدوموناستولید هیدروژن در 
 
1 Facultative anaerobes 
2 Formate hydrogen lyase 
3 Pyruvate formate lyase 
4 Energy/redox 
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سبب بهبود رشد و کنند و به این ترتیب ها اکسیژن تولید میق فتوسنتز برای باکتریرا مصرف کرده و از طری
 شوند.ها میتولید هیدروژن در باکتری
ها بر ها است، ریسک اینکه جمعیت باکتریریزجلبکاز  کمترها بیشتر باکتری 1تقسیم زمانجا که از آن
ط کشت و تمام شدن بیشتر مواد مغذی و یا جمعیت جلبک چیره شده که در نتیجه سبب اسیدی شدن محی
و متوقف شدن تولید  کالمیدوموناسوجود دارد. تمام موارد ذکر شده سبب مرگ اکسیژن موجود شود همیشه 
ها شوند . احتمال وقوع این مشکالت زمانی که منبع کربن غنی در اختیار باکتریمی ریزجلبکهیدروژن در این 
دف تولید ی رشد با هها و شرایط بهینهریزجلبکمناسب از جنس باکتری برای باشد بیشتر است. یافتن شریک 
 هیدروژن موضوعی چالش برانگیز است.
 کالیایتولید شده توسط  اسیداستیکمقدار  کالیای-کالمیدوموناسزمان های همبرای مثال در کشت
های فدبچ فرایندت. بنابراین با استفاده از مستقیما به مقدار گلوکز )منبع کربن( در دسترس این باکتری وابسته اس
کالی ( توسط ایاسیداستیکتولید ناگهانی مقدار زیادی محصوالت تخمیری )به خصوص توان از و پیوسته می
ی کافی کم باشد تا کالی باید به اندازهتخمیر در ای فرایندتولید شده از طریق  اسیداستیکجلوگیری کرد. مقدار 
pH  و ایفای  کالمیدوموناسمناسب برای رشد جلبک و باکتری نگه دارد و از طرفی برای مصرف  یمحدودهرا در
زنده و فعال باشند،  کالمیدوموناسهای نقش موثر در تولید هیدروژن در روشنایی کافی باشد. زمانی که سلول
یابد. ولیه افزایش میمحیط تقریبا به مقدار ا pHترشح شده به محیط را مصرف کرده و پس از مدتی  اسیداستیک
، برای مدت زمان طوالنیی هیدروژن منابع مغذی با هدف تولید بهینه پیدا کردن مقدار مناسب منبع کربن و دیگر
 نیازمند تحقیقات بیشتر است.
زیست های همهای تجربی رساله، نتایج قابل توجهی از تقویت تولید هیدروژن در کشتآزمایش بخش سومدر 
جدا شده بود، حاصل شد.  اروملگومینوس ریزوبیومی باکتریایی ناشناخته که از کشت و یک جامعه کالمیدوموناس
را به طور  اسیداستیک ،TAPاین است که در محیط کشت  ی باکتریاییی حائز اهمیت در مورد این جامعهنکته
ی باکتریایی این جامعه قبل، هایهای مطالعه شده در بخشبر خالف باکتری . بنابراینکندنمی قابل توجهی مصرف
های . در کشتنداردزیست های همدر کشت کالمیدوموناس با اسیداستیکمصرف برای  گیریچشمرقابت 
ی باکتریایی ناشناخته، در محیط کشت مجهز به مانیتول )قندی که توسط جامعه-کالمیدوموناسزیست هم
شود که ی باکتریایی برقرار میبین جلبک و جامعهطرفه ی مفید دو ی باکتریایی قابل مصرف است( رابطهجامعه
 هیدروژن است. بلندمدتاز دستاوردهای آن تولید 
 
1 Doubling time 
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ی باکتریایی از جامعه باسیلوسو  میکروباکتریوم، استنوتروفوموناسهای هایی از باکتریسویهدر پژوهش حاضر، 
ی با اجزای جامعه میدوموناسکالست زیهای همجداسازی و شناسایی شدند. بررسی تولید هیدروژن در کشت
زیست دارد. در محیط های همنقش موثری بر تولید هیدروژن در کشت میکروباکتریومباکتریایی نشان داد که 
مورد  اسیداستیککند، بلکه از تخمیر مانیتول را مصرف نمی اسیداستیک میکروباکتریوم، نه تنها TYMکشت 
 کند. را به محیط کشت ترشح می ناسیدوموکالمنیاز رشد و تولید هیدروژن در 
احتیاج دارد. از آنجا که این باکتری  پروتئینی مشتقاتبرای رشد به  میکروباکتریومنتایج رشد نشان دادند که 
تواند رشد کند، این نتیجه حاصل شد که می کالمیدوموناسهای عاری از این ترکیبات، در کنار در محیط کشت
 کالمیدوموناسی این ترکیبات برای رشد این باکتری است. بنابراین با توجه به اینکه نندهتامین ک کالمیدوموناس
تولید  اسیداستیکتواند از را دارد و در عوض می میکروباکتریوممورد نیاز رشد  پروتئینی مشتقاتتوانایی تولید 
زیستی مفید ی همرابطههای مجهز به مانیتول مصرف کند، برقراری شده توسط این باکتری در محیط کشت
هر کدام در  های کنترلیزیست نسبت به کشتهای هممتقابل به معنای بهبود رشد هر دو ارگانیسم در کشت
های ی هیدروژن در کشتهوازی با وجود تولید پیوستهکه در شرایط بیشود. درحالیشرایط هوازی مشاهده می
های کنترلی آن کمتر نسبت به کشت یستزای همه، رشد جلبک در کشتTYMزیست در محیط کشت هم
 است. 
ضروری  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسست زیهای همهیدروژن در کشت بلندمدتوجود مانیتول برای تولید 
تر باشد، هیدروژن بیشتر برای مدت زمان غنی پروتئینی مشتقاتاست. همچنین زمانی که محیط کشت از 
زیست های همدر کشت میکروباکتریومی رشد و فعالیت تعیین کننده ،پروتئینی تقاتمششود. تر تولید میطوالنی
-کالمیدوموناسزیست های همهستند. افزایش این ترکیبات از طرفی سبب تقویت تولید هیدروژن در کشت
 زند.آسیب می کالمیدوموناسشده و از طرف دیگر به رشد  میکروباکتریوم
. با اینکه اضافه کردن [103]ی رشد گیاهان شناخته شده است تری تقویت کنندهبه عنوان باک متیلوباکتریوم
به ظاهر بر رشد  TM، در محیط کشت میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های هماین باکتری به کشت
 است. مدت زمان طوالنیبرای ای مناسب برای تقویت تولید هیدروژن تی ندارد، گزینهاثر مثب کالمیدوموناس
های نشان دادند که نرخ مصرف گلوکز و مانیتول در کشت TTGو  TTMهای های بیشتر در محیط کشتبررسی
قشی فراتر ن کالمیدوموناساست و این بیانگر این است که  میکروباکتریومهای کنترلی زیست بیشتر از کشتهم
ی دارد. همچنین به وضوح دیده شد که غلظت اولیه یوممیکروباکتربرای  پروتئینی مشتقاتاز فراهم کردن 
زیست های هماثر قابل توجهی بر بازده نهایی تولید هیدروژن در کشت کالمیدوموناسو  میکروباکتریومهای سلول
 دارند.
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به عنوان عاملی ضروری برای تولید هیدروژن در  یکاسیداستتوان نتیجه گرفت که شناخت در مجموع می
باکتری و کشف -کالمیدوموناسزیست های همافزایی تولید هیدروژن در کشتشرایط آزمایش، یافتن پتانسیل هم
باکتری که توانایی تولید هیدروژن برای مدت زمان طوالنی و با بازدهی باالتر از تمام نتایج -کنسرسیوم جلبک
 قیقات مشابه را دارد، بزرگترین دستاوردهای بخش تجربی این رساله هستند. تحگزارش شده از 
، فقر مواد مغذی [42]های دیگر مانند دستکاری ژنتیکی همانطور که توضیح داده شد، استفاده از استراتژی
، پاکسازی فاز گاز [53, 52]اکسید موجود در بیوراکتور (، محدود کردن کربن دی[115, 47])مرور شده توسط 
کشت از شرایط نوری به  الو انتق [57, 56, 54]، کشت در شدت نورهای پایین [39]ی گازهای خنثی به وسیله
ت مقرون به صرفه در مقیاس بزرگ پرچالش بوده و از نظر اقتصادی ممکن اسدر بیوراکتورهای  [52]تاریکی 
تر و باکتری رویکردی ساده-زیست جلبکهای همها، ممکن است استفاده از کشتنباشند. در مقایسه با این روش
تجهیزات پیچیده تر، بدون نیاز به تر برای تولید هیدروژن در جلبک در روشنایی باشد. زیرا با تکنولوژی سادهآسان
ی تولید هیدروژن در ن، قابل اجرا است. مطالعات کمی در زمینهبرای کشت جلبک به منظور تولید هیدروژ
های غنی انجام شده است. به همین دلیل در زیستی جلبک و باکتری به خصوص در محیط کشتهای همکشت
باکتری در محیط -کالمیدوموناسزیست همهای این رساله سعی شده است که پتانسیل تولید هیدروژن در کشت
تری بررسی و مطالعه شود. درک صحیح از مکانیسم مواد مغذی و در روشنایی به طور گسترده های غنی ازکشت
و  کالمیدوموناسهای ارتباطی بین و نیز فهم پیچیدگی اسیداستیکهای حاوی تولید هیدروژن در محیط کشت
الحات فیزیولوژی و مهندسی در آینده بتوانیم بازده تولید هیدروژن را از طریق اصکند که ها به ما کمک میباکتری
 ژنتیک افزایش دهیم. 
و  هاای از باالترین بازدهخالصه 1-5تر اهمیت و جایگاه تحقیق انجام شده، در جدول به منظور درک آسان
نوری هیدروژن ه برای تقویت تولید زیستیهای به کار برده شدتولید هیدروژن حاصل شده از انواع تکنیک هاینرخ
 از نظر مقدار بازده تولید هیدروژن شودجمع آوری و ارائه شده است. همانطور که مشاهده می ناسکالمیدومودر 
دارد. قابل توجه  کالمیدوموناسی بهبود تولید هیدروژن در جلبک نتایج تحقیق حاضر اهمیت به سزایی در زمینه
ازی انجام نشده است و به احتمال سهای انجام شده در این رساله، بهینهز مراحل آزمایشاست که در هیچ یک ا
 بیشتررغم است که علی شایان ذکرهمچنین  پذیر است.زیاد بازده باالتر تولید هیدروژن در شرایط بهینه امکان
 ،هاجاذب ستفاده ازولفور و اهای ژنتیکی، شرایط فقر سمانند جهش ی دیگرهاتکنیکبودن نرخ تولید هیدروژن در 
برای مدت زمان کوتاهی  تولید هیدروژن در آن شرایط غالباست آمده در این تحقیق، نسبت به نرخ تولید به د
-کالمیدوموناسروز در کنسرسیوم  16تولید هیدروژن به مدت حداقل در این تحقیق  کهادامه دارد. در حالی
-کالمیدوموناسبنابراین کنسرسیوم  ادامه داشته است.د مغذی در محیط کشت غنی از موا یکروباکتریومم
  میکروباکتریوم پتاسیل امیدبخشی برای تولید بلندمدت هیدروژن است.
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بینی سازی مبتنی بر قید روشی کارآمد برای پیشتحقیقات این رساله نشان داده شد که مدل بخش آخردر 
ست. تا ها اهای خالص هر یک از این ارگانیسمو کشت زیستهای همباکتری در کشت-رفتار کنسرسیوم جلبک
. به دلیل [108]سازی مبتنی بر قید برای بررسی رفتار جوامع میکروبی استفاده شده است کنون به ندرت از مدل
توان انتظار شود، نمیسازی در نظر گرفته نمیها در این نوع مدلهای تنظیمی و سیگنالی سلولاینکه فعالیت
 اسیداستیکد هیدروژن، مصرف ها را داشت. با این وجود تخمین روند تولیشتبینی دقیق و کمی از رفتار کپیش
ها هماهنگی زیست آنهای همهای کنترلی جلبک و باکتری و کشتای در کشتو رشد جلبک به صورت مقایسه
سازی مبتنی لتوان امید داشت که در آینده با استفاده از پتانسیل مدقابل قبولی با نتایج تجربی دارد. بنابراین می
ها های تجربی آنی زیستی که امکان بررسیهای پیچیدهناسبی از رفتار سیستمی مبر قید بتوان تخمین اولیه
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با توجه به متفاوت بودن واحدهای گزارش شده برای تولید هیدروژن در مطالعات گوناگون، در اینجا  های مختلف به ترتیب نزولی.کنیکتبیشینه تولید هیدروژن در کالمیدوموناس با استفاده از  .1-5جدول 
استفاده شده است. بر اساس این قانون، حجم یک مول آل ها تخمین زده شود. از قانون آووگادرو برای گازهای ایده( برای تمام روشml/L culturesتولید هیدروژن با واحد یکسان )تالش شده است که مقدار 
 های مشابه گردآوری شده است.ر گزارش شده برای تولید هیدروژن از میان تکنیکشود. در این جدول بیشترین مقادیدر نظر گرفته می K 15/273 ،L 41/22و دمای  kPa 325/101گاز در فشار 
 مرجع
 تخمین تولید
 ی هیدروژنروزانه 
 (ml/L culture.day) 
 یمقدار تخمین زده شده
 تولید هیدروژن 
 (ml/L cultureبه واحد ) 




~ 99/436  
 ساعت 120 ~
~ mmol/mg chl 5/1 
 ساعت 120 ~











ml/L 400 > 
 ساعت 188
stm6Glc4L01 ی دریافت نور( درهای پیچیدهی جهش یافته پروتئین)سویه 
 s∙2µmol/m 450و شدت نور  glucose 1 + S-TAP محیط کشت
[40] 45~ 
540 
 روز 12 ~
ml/L 540 
 روز 12 ~
stm6 یافته، مسدود شده در ی جهش )سویهstate I transitionدر محیط ) 












ml culture 30/µmol 
 ساعت 72
و شدت نور  TAPدر محیط کشت  NaHSO3 mM 13 ایافزودن مرحله
s∙2µmol/m 200 
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 ی هیدروژنروزانه 
 (ml/L culture.day) 
 یمقدار تخمین زده شده
 تولید هیدروژن 
 (ml/L cultureبه واحد ) 







ml culture 30/µmol 
 ساعت 60





ml/L 196  
 ساعت 5/135







روشنایی/تاریکی در فضای پر شده از گاز آرگون در محیط  های شدیدپالس
 TAP کشت





 ،استنوتروفوموناس یی شاملی باکتریازیستی کالمیدوموناس با جامعههم




 روز 7بیشتر از 
mmol/L 6< 
 روز 7بیشتر از 
 s∙2µmol/m 200در شدت نور  فقر منیزیوم
[119] 61/0 ± 15/18 
4 ± 118 
 ساعت  156
ml/L 4 ± 118  
 ساعت 156





µmol/mg chl 147 
 روز 10
و شدت نور  TAP-Sدر محیط کشت  ازتوباکتر کروکوکومزیستی با هم
s∙2µmol/m 200 
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 ی هیدروژنروزانه 
 (ml/L culture.day) 
 یمقدار تخمین زده شده
 تولید هیدروژن 
 (ml/L cultureبه واحد ) 








و شدت نور  TAP-Sدر محیط کشت  در کلروپالست hemHc بیان ژن
s∙2µmol/m 50 
[63] 9/0 ± 14/13 
7/11 ± 8/170  
 روز 13
ml/L 7/11 ± 8/170  
 روز 13




µmol/mg chl 310 
 روز 16






ml culture 40/µmol 
 روز  14








sda6 در محیط کشت  ی نشاسته(ی جهش یافته)سویهTAP-S  غنی شده از





ml/L 70 > 
 روز 9
 
 TAP شدت نور کم، افزودن اسیداستیک و هوادهی روزانه در محیط کشت
[60] 66/0 ± 75/6 
661/4 ± 241/47  
 روز 7
ml/L 661/4 ± 241/47  
 روز 7
فاقد آنزیم هیدروژناز در محیط کالی ای یی جهش یافتهزیستی با سویههم
 s∙2µmol/m 50و شدت نور  S-TAPکشت 
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 ی هیدروژنروزانه 
 (ml/L culture.day) 
 یمقدار تخمین زده شده
 تولید هیدروژن 
 (ml/L cultureبه واحد ) 









Y67A ی آنزیم روبیسکو( در محیط کشت ی جهش یافته)سویهTAP-S  و





ml culture 40/µmol 
 روز 8









تنظیم تعادل فتوسنتز/تنفس در شدت نور کم، غلظت باالی کلروفیل و محیط 







غنی  TAP-Sی سولفور در محیط کشت زیستی با باکتری اکسید کنندههم





ml culture 30/µmol 
 عتسا 48
 TAPناس در محیط کشت کالی در کالمیدوموبیان ژن پیروات اکسیداز از ای






amiRNA-D1 ی گرما در محیط کشتالقا شده به وسیله TAP 
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 ی هیدروژنروزانه 
 (ml/L culture.day) 
 یمقدار تخمین زده شده
 تولید هیدروژن 
 (ml/L cultureبه واحد ) 






 روز 5 ~
~ 8/2 
ml culture 40/µl 
 روز 5 ~
و شدت نور  TAP-Sدر محیط کشت  hemHc-lbac یجلبک تراریخته
s∙2l/mµmo 50 
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 . پیشنهادها2-5
ی بسیاری نمایان شدند که با در طی انجام این رساله و مرور منابع متعدد، سواالت و موضوعات ناشناخته
باکتری -تولید زیستی هیدروژن در کنسرسیوم جلبک فرایندتوان ها میی تحقیقات و یافتن پاسخ این سوالادامه
مندی محققان و دانشجویان برای هدف بهرهر این بخش پیشنهادهای زیر با را به رشد و تکامل بیشتری رساند. د
 اند. آوری و ارائه شدهی تحقیقات در آینده جمعادامه
در محیط کشت وجود داشته باشد، هیدروژن به  اسیداستیکی ما نشان دادند تا زمانی که نتایج اولیه (1
اختن شرایط تنها به فراهم س اسیداستیکقش شود. باور ما بر آن است که نصورت پیوسته تولید می
 ریزجلبکاکسیژنی محدود نشده و به احتمال زیاد متابولیسم مصرف آن به تولید هیدروژن در این کم
نیاز به تحقیق و بررسی  کالمیدوموناسدر تولید هیدروژن در  اسیداستیکمرتبط است. بنابراین نقش 
کند که بتوانیم ا کمک میبه م اسیداستیکدروژن در حضور دقیق دارد. دانستن مکانیزم دقیق تولید هی
 در آینده بازده تولید را از طریق بهبود شرایط فیزیولوژی و دستکاری ژنتیکی افزایش دهیم.
افزایی بازده ها روش امیدبخشی برای تولید هیدروژن از طریق همبا باکتری کالمیدوموناسزیستی هم (2
 اسیداستیکها است. تجمع ر باکتریو تولید تخمیری د المیدوموناسکتولید هیدروژن در روشنایی در 
توان با استفاده از ها است. هرچند میترین مشکالت تولید تخمیری هیدروژن در باکترییکی از مهم
این معضل را تبدیل به یک فرصت کرد. با اینکه بازده و نرخ  کالمیدوموناسها و زیستی این باکتریهم
زیستی تولید شده همچنان برای کاربرد بیوتکنولوژی کافی نیست، این رویکرد در هم تولید هیدروژن
های دیگر نیز قابل تامل و بررسی است. یافتن شریک مناسب باکتریایی ها و باکتریبسیاری از جلبک
ی کشت ی هیدروژن( و شرایط بهینههتروتروف و تولید کننده ریزجلبکیا هر )و  کالمیدوموناسبرای 
ها یک رویکرد زیستی امیدبخش برای تولید هیدروژن است که نیاز به رای رشد و عملکرد ارگانیسمب
ی مطالعات بیشتری دارد. به عالوه، در کنار انتخاب جلبک و باکتری همراه مناسب، انتخاب منبع تغذیه
دروژن را برای مورد نیاز رشد و تولید هی اسیداستیکها از آن مصرف کرده و یمت که باکتریارزان ق
های آلوده و ها، آبتوان از فاضالبجلبک فراهم کنند، اهمیت به سزایی دارد. به عنوان پیشنهاد می
ولید هیدروژن پسماندهای مختلف، متناسب با باکتری مورد مطالعه استفاده کرد. در پایان بررسی رشد و ت
 چ( و پیوسته جالب توجه است.پیوسته )فدبهای نیمهفرایندزیست انتخابی در های همدر کشت
هیدروژن در  بلندمدتپتانسیل باالیی برای تولید  میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همکشت (3
زیستی این ی همههای زیادی در مورد رابطهای مجهز به قندها دارند. هرچند، ناشناختهمحیط کشت
 اند:بندی شدهها وجود دارد که در ادامه دستهارگانیسم
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، مشخص شدن متابولیسم کالمیدوموناسدر رشد و تولید هیدروژن در  اسیداستیکبا توجه به اهمیت  -
 در شرایط مختلف، مهم و جالب توجه است. میکروباکتریومی آلی در تولید و مصرف این ماده
 مهم و ضروری است. میکروباکتریومدر متابولیسم  پروتئینی تمشتقاروشن شدن نقش  -
در شرایط مختلف نیاز به مطالعه  کالمیدوموناسترشح آمینواسیدها و پپتیدها توسط امکان تولید و  -
 و بررسی دارد.
-کالمیدوموناسزیست های همها در کشتتعیین شرایط بهینه برای رشد و عملکرد ارگانیسم -
 دف تولید بیشینه و پایدار هیدروژن جالب توجه است. شرایط بهینه شامل محیطبا ه یکروباکتریومم
 ی جلبک و باکتری و شرایط عملیاتی مناسب است.های اولیهکشت، شدت نور، غلظت
 متیلوباکتریوم-میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت متیلوباکتریومتعیین نقش  -
 شتری نیاز دارد.جالب توجه بوده و به مطالعات بی
های فراینددر  یکروباکتریومم-کالمیدوموناسزیست های همبررسی تولید هیدروژن در کشت -
 ناپیوسته، نیمه پیوسته و پیوسته حائز اهمیت است.
های روغن زیتون که سرشار از های کارخانهبررسی استفاده از منابع مغذی ارزان قیمت مانند پساب -
های لبنی که غنی از ترکیبات پروتئینی هستند، به منظور تولید هیدروژن مانیتول هستند و پساب
زشمند از نظر کاربرد بیوتکنولوژی بسیار ار میکروباکتریوم-کالمیدوموناسزیست های همدر کشت
 است.
-کالمیدوموناسزیست هم ی رفتار کشتسازی مبتنی بر قید در مقایسهبا توجه به موفق بودن مدل (4
زیست همهای ها، بررسی رفتار کشتهای خالص هر یک از این ارگانیسمبا رفتار کشت پوتیدا ودوموناسس
جالب توجه است. هرچند تا سازی در شرایط مختلف با استفاده از مدل میکروباکتریوم-کالمیدوموناس
در منابع ارائه نشده است. بنابراین ساختن  میکروباکتریومی متابولیک کنون هیچ مدلی برای شبکه




 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله




















 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
175 
[1] S. V. Mohan, “Biohydrogen Production: An Introduction,” Biohydrogen, pp. 1–24, Jan. 
2013. 
[2] S. J. Lee, S.-J. Lee, and D.-W. Lee, “Design and development of synthetic microbial 
platform cells for bioenergy,” Front. Microbiol., vol. 4, p. 92, Apr. 2013. 
[3] T. L. Kelly-Yong, K. T. Lee, A. R. Mohamed, and S. Bhatia, “Potential of hydrogen from 
oil palm biomass as a source of renewable energy worldwide,” Energy Policy, vol. 35, no. 
11, pp. 5692–5701, Nov. 2007. 
[4] Timothy Lipman, “An Overview of Hydrogen Production and Storage Systems with 
Renewable Hydrogen Case Studies,” Oakland, 2011. 
[5] D. Das and T. N. Veziroǧlu, “Hydrogen production by biological processes: a survey of 
literature,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 26, no. 1, pp. 13–28, Jan. 2001. 
[6] S. E. Hosseini, M. Abdul Wahid, M. M. Jamil, A. A. M. Azli, and M. F. Misbah, “A 
review on biomass-based hydrogen production for renewable energy supply,” Int. J. 
Energy Res., vol. 39, no. 12, pp. 1597–1615, Oct. 2015. 
[7] I. Dincer and C. Acar, “Review and evaluation of hydrogen production methods for better 
sustainability,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 40, no. 34, pp. 11094–11111, Sep. 2015. 
[8] P. Nikolaidis and A. Poullikkas, “A comparative overview of hydrogen production 
processes,” Renew. Sustain. Energy Rev., vol. 67, pp. 597–611, Jan. 2017. 
[9] W. de Jong, “Sustainable Hydrogen Production by Thermochemical Biomass 
Processing,” pp. 197–238, Jul. 2008. 
[10] K. Chandrasekhar, Y.-J. Lee, and D.-W. Lee, “Biohydrogen Production: Strategies to 
Improve Process Efficiency through Microbial Routes,” Int. J. Mol. Sci., vol. 16, no. 12, 
pp. 8266–8293, Apr. 2015. 
[11] J. D. Holladay, J. Hu, D. L. King, and Y. Wang, “An overview of hydrogen production 
technologies,” Catal. Today, vol. 139, no. 4, pp. 244–260, Jan. 2009. 
[12] A. M. Abdalla, S. Hossain, O. B. Nisfindy, A. T. Azad, M. Dawood, and A. K. Azad, 
“Hydrogen production, storage, transportation and key challenges with applications: A 
review,” Energy Convers. Manag., vol. 165, pp. 602–627, Jun. 2018. 
[13] W. Khetkorn et al., “Microalgal hydrogen production – A review,” Bioresour. Technol., 
vol. 243, pp. 1194–1206, Nov. 2017. 
[14] H. Wang, J. Xu, L. Sheng, X. Liu, Y. Lu, and W. Li, “A review on bio-hydrogen 
production technology,” Int. J. Energy Res., vol. 42, no. 11, pp. 3442–3453, Sep. 2018. 
[15] F. A. Lopes Pinto, O. Troshina, and P. Lindblad, “A brief look at three decades of 
research on cyanobacterial hydrogen evolution,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 27, no. 11–
12, pp. 1209–1215, Nov. 2002. 
[16] D. B. Levin, L. Pitt, and M. Love, “Biohydrogen production: prospects and limitations to 
practical application,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 29, no. 2, pp. 173–185, Feb. 2004. 
[17] R. Nandi and S. Sengupta, “Microbial Production of Hydrogen: An Overview,” Crit. Rev. 
Microbiol., vol. 24, no. 1, pp. 61–84, Jan. 1998. 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
176 
[18] V. Laxman Pachapur et al., “Co-culture strategies for increased biohydrogen production,” 
Int. J. Energy Res., vol. 39, no. 11, pp. 1479–1504, Sep. 2015. 
[19] Y.-K. Oh, E.-H. Seol, E. Y. Lee, and S. Park, “Fermentative hydrogen production by a 
new chemoheterotrophic bacterium Rhodopseudomonas Palustris P4,” Int. J. Hydrogen 
Energy, vol. 27, no. 11–12, pp. 1373–1379, Nov. 2002. 
[20] D. Nagarajan, D.-J. Lee, A. Kondo, and J.-S. Chang, “Recent insights into biohydrogen 
production by microalgae – From biophotolysis to dark fermentation,” Bioresour. 
Technol., vol. 227, pp. 373–387, Mar. 2017. 
[21] G. Torzillo, A. Scoma, C. Faraloni, and L. Giannelli, “Advances in the biotechnology of 
hydrogen production with the microalga Chlamydomonas reinhardtii,” Crit. Rev. 
Biotechnol., vol. 35, no. 4, pp. 485–496, Oct. 2015. 
[22] M. Winkler, A. Hemschemeier, J. Jacobs, S. Stripp, and T. Happe, “Multiple ferredoxin 
isoforms in Chlamydomonas reinhardtii – Their role under stress conditions and 
biotechnological implications,” Eur. J. Cell Biol., vol. 89, no. 12, pp. 998–1004, Dec. 
2010. 
[23] E. A. Peden et al., “Identification of Global Ferredoxin Interaction Networks in 
Chlamydomonas reinhardtii,” J. Biol. Chem., vol. 288, no. 49, pp. 35192–35209, Dec. 
2013. 
[24] F. Mus, L. Cournac, V. Cardettini, A. Caruana, and G. Peltier, “Inhibitor studies on non-
photochemical plastoquinone reduction and H2 photoproduction in Chlamydomonas 
reinhardtii,” Biochim. Biophys. Acta - Bioenerg., vol. 1708, no. 3, pp. 322–332, Jul. 2005. 
[25] F. Jans et al., “A type II NAD(P)H dehydrogenase mediates light-independent 
plastoquinone reduction in the chloroplast of Chlamydomonas.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. 
S. A., vol. 105, no. 51, pp. 20546–51, Dec. 2008. 
[26] A. Baltz et al., “Plastidial Expression of Type II NAD(P)H Dehydrogenase Increases the 
Reducing State of Plastoquinones and Hydrogen Photoproduction Rate by the Indirect 
Pathway in Chlamydomonas reinhardtii1.,” Plant Physiol., vol. 165, no. 3, pp. 1344–
1352, Jul. 2014. 
[27] T. Rühle, A. Hemschemeier, A. Melis, and T. Happe, “A novel screening protocol for the 
isolation of hydrogen producing Chlamydomonas reinhardtii strains,” BMC Plant Biol., 
vol. 8, no. 1, p. 107, Oct. 2008. 
[28] E. Mignolet, R. Lecler, B. Ghysels, C. Remacle, and F. Franck, “Function of the 
chloroplastic NAD(P)H dehydrogenase Nda2 for H2 photoproduction in sulphur-deprived 
Chlamydomonas reinhardtii,” J. Biotechnol., vol. 162, no. 1, pp. 81–88, Nov. 2012. 
[29] S. Fouchard et al., “Autotrophic and Mixotrophic Hydrogen Photoproduction in Sulfur-
Deprived Chlamydomonas Cells,” Appl. Environ. Microbiol., vol. 71, no. 10, pp. 6199–
6205, Oct. 2005. 
[30] V. Chochois et al., “Relationships between PSII-independent hydrogen bioproduction and 
starch metabolism as evidenced from isolation of starch catabolism mutants in the green 
alga Chlamydomonas reinhardtii,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 35, no. 19, pp. 10731–
10740, Oct. 2010. 
[31] R. P. Gfeller and M. Gibbs, “Fermentative Metabolism of Chlamydomonas reinhardtii: II. 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
177 
Role of Plastoquinone.,” Plant Physiol., vol. 77, no. 2, pp. 509–511, Feb. 1985. 
[32] R. van Lis, C. Baffert, Y. Coute, W. Nitschke, and A. Atteia, “Chlamydomonas 
reinhardtii Chloroplasts Contain a Homodimeric Pyruvate:Ferredoxin Oxidoreductase 
That Functions with FDX1,” PLANT Physiol., vol. 161, no. 1, pp. 57–71, Jan. 2013. 
[33] F. Mus, A. Dubini, M. Seibert, M. C. Posewitz, and A. R. Grossman, “Anaerobic 
acclimation in Chlamydomonas reinhardtii: anoxic gene expression, hydrogenase 
induction, and metabolic pathways.,” J. Biol. Chem., vol. 282, no. 35, pp. 25475–86, Aug. 
2007. 
[34] J. Noth, D. Krawietz, A. Hemschemeier, and T. Happe, “Pyruvate:ferredoxin 
oxidoreductase is coupled to light-independent hydrogen production in Chlamydomonas 
reinhardtii,” J Biol Chem, vol. 288, no. 6, pp. 4368–4377, 2013. 
[35] D. B. Stern, G. Witman, and E. H. Harris, “The Chlamydomonas sourcebook,” Elsevier 
Sci. B.V., 2008. 
[36] I. Akkerman, M. Janssen, J. Rocha, and R. H. Wijffels, “Photobiological hydrogen 
production: photochemical efficiency and bioreactor design,” Int. J. Hydrogen Energy, 
vol. 27, no. 11–12, pp. 1195–1208, Nov. 2002. 
[37] P. C. Hallenbeck, C. Z. Lazaro, and E. Sagir, “CHAPTER 1. Photosynthesis and 
Hydrogen from Photosynthetic Microorganisms,” 2018, pp. 1–30. 
[38] A. Kothari, “Improving Cyanobacterial Hydrogen Production through Bioprospecting of 
Natural Microbial Communities,” 2013. 
[39] S. N. Kosourov, K. A. Batyrova, E. P. Petushkova, A. A. Tsygankov, M. L. Ghirardi, and 
M. Seibert, “Maximizing the hydrogen photoproduction yields in Chlamydomonas 
reinhardtii cultures: The effect of the H2 partial pressure,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 
37, no. 10, pp. 8850–8858, May 2012. 
[40] O. Kruse, J. Rupprecht, J. H. Mussgnug, G. C. Dismukes, and B. Hankamer, 
“Photosynthesis: a blueprint for solar energy capture and biohydrogen production 
technologies,” Photochem. Photobiol. Sci., vol. 4, no. 12, p. 957, Nov. 2005. 
[41] R. E. Blankenship et al., “Comparing Photosynthetic and Photovoltaic Efficiencies and 
Recognizing the Potential for Improvement,” Science (80-. )., vol. 332, no. 6031, pp. 
805–809, May 2011. 
[42] A. Dubini and M. L. Ghirardi, “Engineering photosynthetic organisms for the production 
of biohydrogen,” Photosynth. Res., vol. 123, no. 3, pp. 241–253, Mar. 2015. 
[43] S. Kosourov, M. Seibert, and M. L. Ghirardi, “Effects of extracellular pH on the 
metabolic pathways in sulfur-deprived, H2-producing Chlamydomonas reinhardtii 
cultures.,” Plant Cell Physiol., vol. 44, no. 2, pp. 146–155, Feb. 2003. 
[44] L. Cournac, G. Latouche, Z. Cerovic, K. Redding, J. Ravenel, and G. Peltier, “In Vivo 
Interactions between Photosynthesis, Mitorespiration, and Chlororespiration in 
Chlamydomonas reinhardtii,” PLANT Physiol., vol. 129, no. 4, pp. 1921–1928, Aug. 
2002. 
[45] T. Happe and J. D. Naber, “Isolation, characterization and N-terminal amino acid 
sequence of hydrogenase from the green alga Chlamydomonas reinhardtii.,” Eur. J. 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
178 
Biochem., vol. 214, no. 2, pp. 475–81, Jun. 1993. 
[46] D. Das and T. N. Veziroglu, “Advances in biological hydrogen production processes,” 
Int. J. Hydrogen Energy, vol. 33, no. 21, pp. 6046–6057, Nov. 2008. 
[47] T. K. Antal, “CHAPTER 10. The Metabolic Acclimation of Chlamydomonas reinhardtii 
to Depletion of Essential Nutrients: Application for Hydrogen Production,” 2018, pp. 
235–264. 
[48] D. Gonzalez-Ballester, J. L. Jurado-Oller, and E. Fernandez, “Relevance of nutrient 
media composition for hydrogen production in Chlamydomonas,” Photosynth. Res., vol. 
125, no. 3, pp. 395–406, Sep. 2015. 
[49] A. Melis, L. Zhang, M. Forestier, M. L. Ghirardi, and M. Seibert, “Sustained 
Photobiological Hydrogen Gas Production upon Reversible Inactivation of Oxygen 
Evolution in the Green Alga Chlamydomonas reinhardtii,” Plant Physiol., vol. 122, no. 1, 
pp. 127–136, Jan. 2000. 
[50] D. D. Wykoff, J. P. Davies, A. Melis, and A. R. Grossman, “The Regulation of 
Photosynthetic Electron Transport during Nutrient Deprivation in Chlamydomonas 
reinhardtii,” Plant Physiol., vol. 117, no. 1, pp. 129–139, May 1998. 
[51] T. K. Antal, T. E. Krendeleva, and A. B. Rubin, “Acclimation of green algae to sulfur 
deficiency: underlying mechanisms and application for hydrogen production,” Appl. 
Microbiol. Biotechnol., vol. 89, no. 1, pp. 3–15, Jan. 2011. 
[52] S. Kosourov, M. Jokel, E.-M. Aro, and Y. Allahverdiyeva, “A new approach for sustained 
and efficient H2 photoproduction by Chlamydomonas reinhardtii,” Energy Environ. Sci., 
vol. 11, no. 6, pp. 1431–1436, Jun. 2018. 
[53] V. Nagy et al., “Water-splitting-based, sustainable and efficient H2 production in green 
algae as achieved by substrate limitation of the Calvin–Benson–Bassham cycle,” 
Biotechnol. Biofuels, vol. 11, no. 1, p. 69, Dec. 2018. 
[54] B. Degrenne, J. Pruvost, and J. Legrand, “Effect of prolonged hypoxia in autotrophic 
conditions in the hydrogen production by the green microalga Chlamydomonas 
reinhardtii in photobioreactor,” Bioresour. Technol., vol. 102, no. 2, pp. 1035–1043, Jan. 
2011. 
[55] T. Laurinavichene, I. Tolstygina, and A. Tsygankov, “The effect of light intensity on 
hydrogen production by sulfur-deprived Chlamydomonas reinhardtii,” J Biotechnol, vol. 
114, no. 1–2, pp. 143–151, 2004. 
[56] A. Scoma, L. Durante, L. Bertin, and F. Fava, “Acclimation to hypoxia in 
Chlamydomonas reinhardtii: Can biophotolysis be the major trigger for long-term H2 
production?,” New Phytol., vol. 204, no. 4, pp. 890–900, Dec. 2014. 
[57] J. L. Jurado-Oller, A. Dubini, A. Galván, E. Fernández, and D. González-Ballester, “Low 
oxygen levels contribute to improve photohydrogen production in mixotrophic non-
stressed Chlamydomonas cultures,” Biotechnol. Biofuels, vol. 8, no. 1, p. 149, Dec. 2015. 
[58] S. Wu, X. Li, J. Yu, and Q. Wang, “Increased hydrogen production in co-culture of 
Chlamydomonas reinhardtii and Bradyrhizobium japonicum,” Bioresour. Technol., vol. 
123, pp. 184–188, Nov. 2012. 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
179 
[59] X. Li, S. Huang, J. Yu, Q. Wang, and S. Wu, “Improvement of hydrogen production of 
Chlamydomonas reinhardtii by co-cultivation with isolated bacteria,” Int. J. Hydrogen 
Energy, vol. 38, no. 25, pp. 10779–10787, Aug. 2013. 
[60] G. Lakatos et al., “Bacterial symbionts enhance photo-fermentative hydrogen evolution of 
Chlamydomonas algae,” Green Chem., vol. 16, no. 11, pp. 4716–4727, Oct. 2014. 
[61] L. Xu, D. Li, Q. Wang, and S. Wu, “Improved hydrogen production and biomass through 
the co-cultivation of Chlamydomonas reinhardtii and Bradyrhizobium japonicum,” Int. J. 
Hydrogen Energy, vol. 41, no. 22, pp. 9276–9283, Jun. 2016. 
[62] L. Xu, X. Cheng, S. Wu, and Q. Wang, “Co-cultivation of Chlamydomonas reinhardtii 
with Azotobacter chroococcum improved H2 production,” Biotechnol. Lett., vol. 39, no. 5, 
pp. 731–738, May 2017. 
[63] S. Ban, W. Lin, F. Wu, and J. Luo, “Algal-bacterial cooperation improves algal 
photolysis-mediated hydrogen production,” Bioresour. Technol., vol. 251, pp. 350–357, 
Mar. 2018. 
[64] R. Wirth et al., “Exploitation of algal-bacterial associations in a two-stage biohydrogen 
and biogas generation process,” Biotechnol. Biofuels, vol. 8, no. 1, p. 59, Dec. 2015. 
[65] G. Lakatos et al., “Factors influencing algal photobiohydrogen production in algal-
bacterial co-cultures,” Algal Res., vol. 28, pp. 161–171, Dec. 2017. 
[66] A. Melis and M. R. Melnicki, “Integrated biological hydrogen production,” Int. J. 
Hydrogen Energy, vol. 31, no. 11, pp. 1563–1573, Sep. 2006. 
[67] A. Kouzuma and K. Watanabe, “Exploring the potential of algae/bacteria interactions,” 
Curr. Opin. Biotechnol., vol. 33, pp. 125–129, Jun. 2015. 
[68] K. Miyamoto, S. Ohta, Y. Nawa, Y. Mori, and Y. Miura, “Hydrogen Production by a 
Mixed Culture of a Green Alga, Chlamydomonas reinhardtii and a Photosynthetic 
Bacterium, Rhodospirillum rubrum,” Agric. Biol. Chem., vol. 51, no. 5, pp. 1319–1324, 
May 1987. 
[69] J. Edrei, “METHODS OF GENERATING HYDROGEN,” Dec. 2012. 
[70] J. He et al., “Enhanced hydrogen production through co-cultivation of Chlamydomonas 
reinhardtii CC-503 and a facultative autotrophic sulfide-oxidizing bacterium under 
sulfurated conditions,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 43, no. 32, pp. 15005–15013, Aug. 
2018. 
[71] N. Mrkovacki, “Use of Azotobacter chroococcum as potentially useful in agricultural 
application | Request PDF,” Ann. Microbiol, vol. 51, no. 2, pp. 145-158, Jan. 2001 
[72] S. G. Ball, L. Dirick, A. Decq, J.-C. Martiat, and R. Matagne, “Physiology of starch 
storage in the monocellular alga Chlamydomonas reinhardtii,” Plant Sci., vol. 66, no. 1, 
pp. 1–9, Jan. 1990. 
[73] M.-S. Kim, J.-S. Baek, Y.-S. Yun, S. Jun Sim, S. Park, and S.-C. Kim, “Hydrogen 
production from Chlamydomonas reinhardtii biomass using a two-step conversion 
process: Anaerobic conversion and photosynthetic fermentation,” Int. J. Hydrogen 
Energy, vol. 31, no. 6, pp. 812–816, May 2006. 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
180 
[74] A. Ike, N. Toda, N. Tsuji, K. Hirata, and K. Miyamoto, “Hydrogen photoproduction from 
CO2-fixing microalgal biomass: Application of halotolerant photosynthetic bacteria,” J. 
Ferment. Bioeng., vol. 84, no. 6, pp. 606–609, Jan. 1997. 
[75] H. Kawaguchi, K. Hashimoto, K. Hirata, and K. Miyamoto, “H2 production from algal 
biomass by a mixed culture of Rhodobium marinum A-501 and Lactobacillus 
amylovorus,” J. Biosci. Bioeng., vol. 91, no. 3, pp. 277–282, 2001. 
[76] A. Ike, T. Murakawa, H. Kawaguchi, K. Hirata, and K. Miyamoto, “Photoproduction of 
hydrogen from raw starch using a halophilic bacterial community.,” J. Biosci. Bioeng., 
vol. 88, no. 1, pp. 72–7, 1999. 
[77] Y. Miura, S. Ohta, M. Mano, and K. Miyamoto, “Isolation and Characterization of a 
Unicellular Marine Green Alga Exhibiting High Activity in Dark Hydrogen Production,” 
Agric. Biol. Chem., vol. 50, no. 11, pp. 2837–2844, Nov. 1986. 
[78] R. P. Gfeller and M. Gibbs, “Fermentative Metabolism of Chlamydomonas reinhardtii: I. 
Analysis of Fermentative Products from Starch in Dark and Light.,” Plant Physiol., vol. 
75, no. 1, pp. 212–8, May 1984. 
[79] Y. Miura, C. Saitoh, S. Matsuoka, and K. Miyamoto, “Stably Sustained Hydrogen 
Production with High Molar Yield through a Combination of a Marine Green Alga and a 
Photosynthetic Bacterium,” Biosci. Biotechnol. Biochem., vol. 56, no. 5, pp. 751–754, 
Jan. 1992. 
[80] A. Dubini and D. Gonzalez-Ballester, “Biohydrogen from Microalgae,” 2016, pp. 165–
193. 
[81] R. Loppes, M. Radoux, M. C. Ohresser, and R. F. Matagne, “Transcriptional regulation of 
the Nia1 gene encoding nitrate reductase in Chlamydomonas reinhardtii: effects of 
various environmental factors on the expression of a reporter gene under the control of 
the Nia1 promoter.,” Plant Mol. Biol., vol. 41, no. 5, pp. 701–11, Nov. 1999. 
[82] T. Maier, U. Binder, and A. Bock, “Analysis of the hydA locus of Escherichia coli: Two 
genes hydN and hypF involved in formate and hydrogen metabolism,” Arch. Microbiol., 
vol. 165, no. 5, pp. 333-341, May. 1996. 
[83] E. H. Harris, “Chlamydomonas as a model rganism,” Mol. Biol., vol. 52, no. 1, pp. 363–
406, 2001. 
[84] J. F. G. M. Wintermans and A. De Mots, “Spectrophotometric characteristics of 
chlorophylls a and b and their phenophytins in ethanol,” Biochim. Biophys. Acta - 
Biophys. Incl. Photosynth., vol. 109, no. 2, pp. 448–453, Nov. 1965. 
[85] A. Varma and B. O. Palsson, “Metabolic Flux Balancing: Basic Concepts, Scientific and 
Practical Use,” Bio/Technology, vol. 12, no. 10, pp. 994–998, Oct. 1994. 
[86] N. D. Price, J. A. Papin, C. H. Schilling, and B. O. Palsson, “Genome-scale microbial in 
silico models: the constraints-based approach,” Trends Biotechnol., vol. 21, no. 4, pp. 
162–169, Apr. 2003. 
[87] J. D. Orth, I. Thiele, and B. Ø. Palsson, “What is flux balance analysis?,” Nat. 
Biotechnol., vol. 28, no. 3, pp. 245–248, Mar. 2010. 
[88] R. Mahadevan and C. H. Schilling, “The effects of alternate optimal solutions in 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
181 
constraint-based genome-scale metabolic models,” Metab. Eng., vol. 5, no. 4, pp. 264–
276, Oct. 2003. 
[89] S. Imam et al., “A refined genome-scale reconstruction of Chlamydomonas metabolism 
provides a platform for systems-level analyses,” Plant J., vol. 84, no. 6, pp. 1239–1256, 
Dec. 2015. 
[90] Q. Yuan et al., “Pathway-Consensus Approach to Metabolic Network Reconstruction for 
Pseudomonas putida KT2440 by Systematic Comparison of Published Models,” PLoS 
One, vol. 12, no. 1, p. e0169437, Jan. 2017. 
[91] B.-H. Kim, R. Ramanan, D.-H. Cho, H.-M. Oh, and H.-S. Kim, “Role of Rhizobium, a 
plant growth promoting bacterium, in enhancing algal biomass through mutualistic 
interaction,” Biomass and Bioenergy, vol. 69, pp. 95–105, Oct. 2014. 
[92] E. H. Harris, The Chlamydomonas Sourcebook : a Comprehensive Guide to Biology and 
Laboratory Use. Elsevier Science, 1989. 
[93] D. González-Ballester, J. L. Jurado-Oller, A. Galván, E. Fernández, and A. Dubini, “H2 
production pathways in nutrient-replete mixotrophic Chlamydomonas cultures under low 
light. Response to the commentary article ‘on the pathways feeding the H2 production 
process in nutrient-replete, hypoxic conditions,’ by Alberto Scoma and Szilvia Z. Tó,” 
Biotechnol. Biofuels, vol. 10, no. 1, p. 117, 2017. 
[94] E. S. Bamberger, D. King, D. L. Erbes, and M. Gibbs, “H2 and CO2 Evolution by 
Anaerobically Adapted Chlamydomonas reinhardtii F-60,” Plant Physiol., vol. 69, no. 6, 
pp. 1268–1273, Jun. 1982. 
[95] M. Gibbs, R. P. Gfeller, and C. Chen, “Fermentative Metabolism of Chlamydomonas 
reinhardii: III. Photoassimilation of Acetate.,” Plant Physiol., vol. 82, no. 1, pp. 160–6, 
Sep. 1986. 
[96] K. O. Willeford, Z. Gombos, and M. Gibbs, “Evidence for Chloroplastic Succinate 
Dehydrogenase Participating in the Chloroplastic Respiratory and Photosynthetic 
Electron Transport Chains of Chlamydomonas reinhardtii.,” Plant Physiol., vol. 90, no. 3, 
pp. 1084–7, 1989. 
[97] K. O. Willeford and M. Gibbs, “Localization of the Enzymes Involved in the 
Photoevolution of H2 from Acetate in Chlamydomonas reinhardtii,” Plant Physiol, vol. 
90, no. 3, pp. 788–791, 1989. 
[98] M. Yoshikawa, N. Hirai, K. Wakabayashi, H. Sugizaki, and H. Iwamura, “Succinic and 
lactic acids as plant growth promoting compounds produced by rhizospheric 
Pseudomonas putida,” Can. J. Microbiol., vol. 39, no. 12, pp. 1150-1154, Dec. 1993. 
[99] J.-H. Hwang, A. N. Kabra, J. R. Kim, and B.-H. Jeon, “Photoheterotrophic microalgal 
hydrogen production using acetate- and butyrate-rich wastewater effluent,” Energy, vol. 
78, pp. 887–894, Dec. 2014. 
[100] R. Chandra and S. Venkata Mohan, “Microalgal community and their growth conditions 
influence biohydrogen production during integration of dark-fermentation and photo-
fermentation processes,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 36, no. 19, pp. 12211–12219, Sep. 
2011. 
[101] H. Kawaguchi, K. Hashimoto, K. Hirata, and K. Miyamoto, “H2 production from algal 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
182 
biomass by a mixed culture of Rhodobium marinum A-501 and Lactobacillus 
amylovorus.,” J. Biosci. Bioeng., vol. 91, no. 3, pp. 277–82, 2001. 
[102] T. Müller, B. Walter, A. Wirtz, and A. Burkovski, “Ammonium Toxicity in Bacteria,” 
Curr. Microbiol., vol. 52, no. 5, pp. 400–406, May 2006. 
[103] V. Calatrava, E. F. Y. Hom, Á. Llamas, E. Fernández, and A. Galván, “OK, thanks! A 
new mutualism between Chlamydomonas and methylobacteria facilitates growth on 
amino acids and peptides,” FEMS Microbiol. Lett., vol. 365, no. 7, Apr. 2018. 
[104] S. L. Vogel, H. L. Frisch, and I. J. Gotham, “Qualitative assay of dissolved amino acids 
and sugars excreted by Chlamydomonas reinhardtii (chlorophceae) and Euglena gracilis 
(Euglenophyceae),” J. Phycol., vol. 14, no. 4, pp. 403–406, Dec. 1978. 
[105] P. N. Green, “Methylobacterium,” in The Prokaryotes, New York, NY: Springer New 
York, 2006, pp. 257–265. 
[106] K. Faust and J. Raes, “Microbial interactions: from networks to models,” Nat. Rev. 
Microbiol., vol. 10, no. 8, pp. 538–550, Aug. 2012. 
[107] R. A. Khandelwal, B. G. Olivier, W. F. M. Röling, B. Teusink, and F. J. Bruggeman, 
“Community Flux Balance Analysis for Microbial Consortia at Balanced Growth,” PLoS 
One, vol. 8, no. 5, p. e64567, May 2013. 
[108] S. Koch, D. Benndorf, K. Fronk, U. Reichl, and S. Klamt, “Predicting compositions of 
microbial communities from stoichiometric models with applications for the biogas 
process,” Biotechnol. Biofuels, vol. 9, no. 1, p. 17, Dec. 2016. 
[109] N. Fakhimi et al., “Acetic acid uptake rate controls H2 production in Chlamydomonas-
bacteria co-cultures,” Algal Res., vol. 42, p. 101605, Sep. 2019. 
[110] H. Lee, W. F. J. Vermaas, and B. E. Rittmann, “Biological hydrogen production : 
prospects and challenges,” Trends Biotechnol., vol. 28, no. 5, pp. 262–271, 2010. 
[111] Y. K. Oh, S. M. Raj, G. Y. Jung, and S. Park, “Current status of the metabolic 
engineering of microorganisms for biohydrogen production,” Bioresour. Technol., vol. 
102, no. 18, pp. 8357–8367, 2011. 
[112] J. Mathews and G. Wang, “Metabolic pathway engineering for enhanced biohydrogen 
production,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 34, no. 17, pp. 7404–7416, Sep. 2009. 
[113] C. Ding, K. L. Yang, and J. He, Biological and fermentative production of hydrogen. 
2016. 
[114] A. J. Stephen, S. A. Archer, R. L. Orozco, and L. E. Macaskie, “Advances and 
bottlenecks in microbial hydrogen production,” Microb. Biotechnol., vol. 10, no. 5, pp. 
1120–1127, 2017. 
[115] D. Gonzalez-Ballester, J. L. Jurado-Oller, and E. Fernandez, “Relevance of nutrient 
media composition for hydrogen production in Chlamydomonas,” Photosynth. Res., vol. 
125, no. 3, pp. 395–406, Sep. 2015. 
[116] D. Tolleter et al., “Control of Hydrogen Photoproduction by the Proton Gradient 
Generated by Cyclic Electron Flow in Chlamydomonas reinhardtii,” Plant Cell, vol. 23, 
no. 7, pp. 2619–2630, Jul. 2011. 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
183 
[117] M. Oey et al., “RNAi Knock-Down of LHCBM1, 2 and 3 Increases Photosynthetic H2 
Production Efficiency of the Green Alga Chlamydomonas reinhardtii,” PLoS One, vol. 8, 
no. 4, p. e61375, Apr. 2013. 
[118] A. Volgusheva, G. Kukarskikh, T. Krendeleva, A. Rubin, and F. Mamedov, “Hydrogen 
photoproduction in green algae Chlamydomonas reinhardtii under magnesium 
deprivation,” RSC Adv., vol. 5, no. 8, pp. 5633–5637, Dec. 2015. 
[119] M. E. Hong, Y. S. Shin, B. W. Kim, and S. J. Sim, “Autotrophic hydrogen 
photoproduction by operation of carbon-concentrating mechanism in Chlamydomonas 
reinhardtii under sulfur deprivation condition,” J. Biotechnol., vol. 221, pp. 55–61, Mar. 
2016. 
[120] L. Wei, X. Li, B. Fan, Z. Ran, and W. Ma, “A Stepwise NaHSO3 Addition Mode Greatly 
Improves H2 Photoproduction in Chlamydomonas reinhardtii,” Front. Plant Sci., vol. 9, 
p. 1532, Oct. 2018. 
[121] L. Wei et al., “Light Intensity is Important for Hydrogen Production in NaHSO3 -Treated 
Chlamydomonas reinhardtii,” Plant Cell Physiol., vol. 58, no. 3, p. pcw216, Jan. 2017. 
[122] S. Wu, R. Huang, L. Xu, G. Yan, and Q. Wang, “Improved hydrogen production with 
expression of hemH and lba genes in chloroplast of Chlamydomonas reinhardtii,” J. 
Biotechnol., vol. 146, no. 3, pp. 120–125, Apr. 2010. 
[123] T. S. Pinto, F. X. Malcata, J. D. Arrabaça, J. M. Silva, R. J. Spreitzer, and M. G. Esquível, 
“Rubisco mutants of Chlamydomonas reinhardtii enhance photosynthetic hydrogen 
production,” Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 97, no. 12, pp. 5635–5643, Jun. 2013. 
[124] H. Li et al., “Improved photobio-H2 production regulated by artificial miRNA targeting 
psbA in green microalga Chlamydomonas reinhardtii.,” Biotechnol. Biofuels, vol. 11, p. 
36, 2018. 
[125] F.-Q. Xu, W.-M. Ma, and X.-G. Zhu, “Introducing pyruvate oxidase into the chloroplast 
of Chlamydomonas reinhardtii increases oxygen consumption and promotes hydrogen 
production,” Int. J. Hydrogen Energy, vol. 36, no. 17, pp. 10648–10654, Aug. 2011. 
[126] D. W. Mulder et al., “Insights into [FeFe]-Hydrogenase Structure, Mechanism, and 
Maturation,” Structure, vol. 19, no. 8, pp. 1038–1052, Aug. 2011. 
[127] S. T. Stripp et al., “How oxygen attacks [FeFe] hydrogenases from photosynthetic 
organisms.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 106, no. 41, pp. 17331–6, Oct. 2009. 
[128] K. Pandey, S. T. A. Islam, T. Happe, and F. A. Armstrong, “Frequency and potential 
dependence of reversible electrocatalytic hydrogen interconversion by [FeFe]-
hydrogenases.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 114, no. 15, pp. 3843–3848, Mar. 2017. 
[129] M. Bortolus, P. Costantini, D. Doni, and D. Carbonera, “Overview of the Maturation 
Machinery of the H-Cluster of [FeFe]-Hydrogenases with a Focus on HydF.,” Int. J. Mol. 
Sci., vol. 19, no. 10, Oct. 2018. 
[130] Y.-L. Li et al., “Investigations on the synthesis, structural characterization and 
electrochemical properties of diiron azadithiolate complexes and phosphine-substituted 
derivatives,” Polyhedron, vol. 135, pp. 231–236, Oct. 2017. 
[131] D. Das, N. Khanna, and N. Veziroğlu, “Recent developments in biological hydrogen 
 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله
 مراجع :ششمفصل 
184 































 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله






















 باکتری -جلبک کنسرسیوم در هیدروژن تولید متابولیسم سازیمدل و تجربی مطالعه دکتری: رساله






 آنزیم هیدروژناز. 1-7
های فلزی هستند که در متابولیسم انرژی بسیاری از جوامع میکروبی نقش کلیدی دارند. هیدروژنازها، آنزیم
. [126]شوند هیدروژناز تقسیم می-[NiFe]و  -[Fe]- ،[FeFe]که دارند به  ها بسته به بخش فلزیاین آنزیم
ها هیدروژناز-[FeFe]کنند. هیدروژناز تولید می-[FeFe]های سبز مانند کالمیدوموناس رینهاردتی ریزجلبک
ها به اکسیژن بزرگترین چالش تولید پایدار یمفعالیت باالیی در تولید هیدروژن دارند. حساسیت شدید این آنز
نشان داده شده است، آنزیم  1-7. همانطور که در شکل پ[127]هیدروژن در کالمیدوموناس رینهاردتی است 




 .[H-cluster [128 لآنزیم هیدروژناز و سایت فعا .1-7شکل پ
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-7شود )شکل پتشکیل می 2Fe] sub-cluster]و  Cubane sub-clusterسایت فعال این آنزیم از دو بخش 
نشان  1ی ایکسسنجی جذب اشعهف. طی[129]شوند ها در مسیرهای متابولیکی متفاوت سنتز میش(. این بخ2
که کند. در حالیرا تخریب می Cubane sub-clusterدر بخش  [4Fe-4S]ی داده است که واکنش با اکسیژن حوزه





 .[H-cluster [130 سایت فعال ساختار .2-7شکل پ
 
 هوازیهای بیتولید نیمه صنعتی هیدروژن توسط باکتری. 2-7
هوازی به تولید صنعتی یهای بهای تولید زیستی هیدروژن، تولید هیدروژن توسط باکتریاز میان روش
اند. برای مثال در ها را در مقیاس باال بررسی کردهتر است و تحقیقاتی تولید هیدروژن در این سیستمنزدیک
های تثبیت هیدروژن توسط سلولتولید  Indian Institute of Technology Kharangpurی تحقیقاتی موسسه
مصرف مالس نیشکر به عنوان سوبسترا در مقیاس نیمه صنعتی با  Enterobacter cloacae IIT-BT 08ی شده
 .[131]( 3-7بررسی شده است )شکل پ
 
1 X-ray absorption spectroscopy 
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